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RESUMO 
 
A enzima β-galactosidase (EC. 3.2.1.23) catalisa a hidrólise da lactose 
produzindo glicose e galactose e tem grande aplicação na obtenção de leite e 
derivados com teor reduzido de lactose.  
Neste trabalho foi estudada a imobilização de β-galactosidases comerciais por 
gelificação iônica em gel de alginato-gelatina-TGase e em esferas e lentes de PVA-
Lentikats®. Foi estudada também a caracterização das β-galactosidases neutras A, 
B e C e β-galactosidase ácida D imobilizadas em gel de alginato-gelatina-TGase e 
nas formas livre e a reutilização da β-galactosidase neutra C e β-galactosidase ácida 
D imobilizadas. 
Entre as três amostras de alginato de sódio testadas para a imobilização da β-
galactosidase em alginato de sódio foram obtidos melhores resultados (média de 
três bateladas) de retenção da atividade de β-galactosidase utilizando alginato tipo 
III (14000 cP Sigma-A7128 [M/G=1,56]). A adição de gelatina e transglutaminase 
para a imobilização da β-galactosidase em alginato de cálcio resultou em maior 
retenção da atividade enzimática, comparada com a imobilização somente com 
alginato de cálcio. A imobilização da β-galactosidase em esferas e lentes de PVA-
Lentikats® resultaram em baixa atividade enzimática. 
 As β-galactosidases A e B neutras, obtidas de Kluyveromyces lactis, nas 
formas livre e imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase, apresentaram 
temperatura ótima de atividade a 35°C em pH 7,0 enquanto que a β-galactosidase 
C, obtida de Saccharomyces marxianus var. lactis, na forma livre e imobilizada em 
alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentou temperatura ótima de atividade a 40°C 
em pH 7,0. A β-galactosidase ácida D obtida de Aspergillus oryzae na forma livre 
apresentou temperatura ótima de atividade a 50°C em pH 4,5 e a sua forma 
imobilizada, em pH 4,5, apresentou atividade máxima a 45°C, sendo que acima da 
temperatura de 50°C mostrou alteração da textura dos grânulos de alginato de 
cálcio-gelatina-TGase e diminuição da atividade enzimática.  
A β-galactosidase neutra C obtida de Saccharomyces marxianus var.lactis, 
imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentou cerca de 75,6% de 
 
 
atividade enzimática após 3 bateladas de 6 horas a 35°C, sendo que a atividade 
diminuiu para 42% e 12% na 5ª e 10ª bateladas, respectivamente.  
A β-galactosidase ácida D imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
apresentou cerca de 77% de atividade enzimática após 3 bateladas de 6 horas a 
45ºC e a atividade diminuiu para 62% e 37% na 5ª e 10ª bateladas, 
respectivamente.  
Palavras-chave: β-galactosidase, imobilização, alginato de cálcio, 
transglutaminases, gelatina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT   
 
The enzyme β-galactosidase (EC 3.2.1.23) catalyzes the hydrolysis of lactose 
producing glucose and galactose and has great application in the production of milk 
and derivatives with reduced lactose content. 
In this study the immobilization of commercial β-galactosidases by ionic 
gelation on alginate-gelatine-TGase gel and on PVA-Lentikats® beads and lenses 
was evaluated. The characterization of neutral β-galactosidases A, B and C and 
acidic β-galactosidase D immobilized on alginate gelatine-TGase gel and in the free 
forms and the reuse of the immobilized neutral β-galactosidase C and β-
galactosidase acidic D was also studied. 
Among the three sodium alginate samples tested for immobilization of β-
galactosidase in sodium alginate, better retention (three-batch average) of β-
galactosidase activity was obtained using type III alginate (14000 cP Sigma-A7128 
[M / G = 1.56]). The addition of gelatin and transglutaminase to the immobilization of 
β-galactosidase in calcium alginate resulted in a greater retention of the enzymatic 
activity, compared to immobilization with calcium alginate alone. Immobilization of β-
galactosidase on PVA-Lentikats® beads and lenses resulted in low enzymatic activity. 
Neutral β-galactosidases A and B, obtained from Kluyveromyces lactis, in the 
free forms and immobilized in calcium alginate-gelatin-TGase, presented an optimum  
activity at 35°C in pH 7,0, whereas β-galactosidase C, obtained from Saccharomyces 
marxianus var. lactis, in the free form and immobilized in calcium alginate-gelatin-
TGase showed an optimum temperature of activity at 40°C at pH 7,0. The acidic β-
galactosidase D obtained from Aspergillus oryzae in the free form had an optimum  
activity at 50°C at pH 4,5 and its immobilized form, at pH 4.5, showed maximum 
activity at 45°C and above 50°C presented texture alteration of the calcium alginate-
gelatin-TGase granules and decreased enzymatic activity. 
Neutral β-galactosidase C obtained from Saccharomyces marxianus var. 
lactis, immobilized in calcium alginate-gelatin-TGase showed about 75.6% enzymatic 
activity after 3 batches of 6 hours at 35°C, and the activity decreased to 42% and 
12% in the 5th and 10th batch, respectively. 
 
 
Acid β-galactosidase D immobilized on calcium alginate-gelatin-TGase 
showed about 77% enzymatic activity after 3 batches of 6 hours at 45°C and activity 
decreased to 62% and 37% in the 5th and 10th batch, respectively. 
Key words: β-galactosidase, immobilization, calcium alginate, transglutaminases, 
gelatin. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O leite apresenta-se como exclusivo alimento de mamíferos jovens, pois 
contém diversas substâncias fundamentais para a nutrição. É rico em nutrientes que 
participam do desenvolvimento e manutenção do organismo, possuindo em sua 
composição cálcio, gorduras, proteínas, carboidratos e vitaminas. No leite 
encontram-se também aproximadamente 5% de lactose. Esse dissacarídeo é 
composto por uma molécula de glicose e uma molécula de galactose unidas por 
uma ligação beta 1-4 e é responsável pelo sabor adocicado do leite (WALSTRA et 
al., 2006). 
A intolerância à lactose é o tipo mais comum de intolerância a carboidratos e 
acomete cerca de 75% da população adulta mundial, representando a primeira vista, 
um obstáculo ao consumo de alimentos derivados do leite. Dessa forma, a ingestão 
diária recomendada de alguns nutrientes pode não ser atingida, aumentando o risco 
de doenças, especialmente no que se refere à osteoporose. O consumo habitual 
desses alimentos é recomendado, principalmente, para que se atinja a adequação 
diária de ingestão de cálcio, nutriente este que, dentre outras funções, é 
fundamental para a formação e a manutenção da estrutura óssea do organismo 
(JACKSON & SAVAIANO, 2001; MUNIZ et al., 2013). Dado esse contexto, diversos 
estudos tem sido conduzidos e alternativas tem sido propostas com o objetivo de 
garantir aos indivíduos intolerantes à lactose ingestões adequadas dos nutrientes 
abundantes nos alimentos lácteos (TÉO, 2002). A enzima β-galactosidase desperta 
grande interesse à saúde humana, pois quando ausente no organismo humano a 
lactose consumida não é digerida causando desconfortos gastrointestinais 
(MORTOZA, 2012). 
O queijo é um dos principais produtos derivados do leite e na sua fabricação 
em torno de 85 a 95% do volume do leite utilizado resultam em soro de queijo, que 
contém aproximadamente 55% dos nutrientes do leite. Entre eles estão a lactose 
(4,5- 5%), as proteínas solúveis (0,6-0,8%), os lipídeos (0,4-0,5%) e traços de sais 
minerais (ORDÕNEZ, 2005; CARVALHO et al., 2013; LIMA & ROCHA, 2016). A 
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produção mundial de soro de leite foi estimada em 180-190 x 106 toneladas/ano 
(BALDASSO, et al, 2011). 
Em função de seu alto teor de lactose, a utilização de soro de leite tem sido 
limitada, sendo este normalmente descartado como um efluente de difícil 
degradação (CARMINATTI, 2001; FALLEIROS, 2012). O descarte de soro de leite 
representa um problema econômico e ambiental. A bioconversão da lactose do leite 
poderia reduzir a poluição da água e gerar produtos de interesse para ração animal, 
nutrição humana e produtos para confeitaria, indústria farmacêutica e agrícola 
(SPALATELU, 2012). 
Devido ao grande potencial de aplicação na indústria de alimentos, a 
imobilização de β-galactosidase ou lactase, como também é conhecida, tem 
ganhado destaque nos últimos anos. Esta enzima possui a capacidade de hidrolisar 
a lactose em seus monossacarídeos, glicose e galactose (KLEIN, 2010). A β-
galactosidase pode ser aplicada na obtenção de leite e outros derivados com baixo 
teor de lactose, prevenção da cristalização da lactose em sorvete, doce de leite e 
derivados, síntese de oligassacarídeos e aumento da biodegradabilidade do soro de 
leite (NIVETHA & MOHANASRINIVASAN, 2017; MLICHOVÁ e ROSENBERG, 2006; 
GAUER et al., 2006). 
O uso de biocatalisadores em aplicações industriais resulta em alto custo 
requerendo a recuperação e a reutilização destes para tornar o processo 
economicamente viável. Isso pode ser alcançado com a aplicação de enzimas na 
forma imobilizada. A imobilização pode aprimorar as propriedades funcionais das 
enzimas em condições severas, tais como estabilidade, especificidade e atividade. A 
enzima imobilizada também pode permanecer ativa por longos intervalos de tempo e 
ser reutilizada várias vezes em reatores industriais (HAIDER E HUSAIN, 2009; 
HANEFELD et al., 2009; NISHA et al., 2012; JAFARY et al., 2016). 
A fim de viabilizar a sua aplicação industrial, a tecnologia de imobilização 
enzimática deve considerar os seguintes parâmetros: custo de imobilização, 
retenção da atividade enzimática, estabilidade térmica da enzima, estabilidade da 
atividade enzimática em diferentes valores de pH, número de reciclos da enzima, 
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características de resistência e custo do suporte (BON, 2008; ESCOBAR et al., 
2014). 
 Neste contexto este trabalhou visou a imobilização de β-galactosidase 
comercial neutra e ácida para hidrólise de lactose, respectivamente, em leite e soro 
de leite, estudo das características bioquímicas da enzima livre e imobilizada e 
reutilização da β-galactosidase neutra e ácida para hidrólise da lactose. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Enzimas 
 
Enzimas podem ser definidas como proteínas especializadas na catálise de 
reações biológicas. Elas estão entre as biomoléculas mais notáveis devido a sua 
extraordinária especificidade e poder catalítico, que são muito superiores aos dos 
catalisadores químicos (LEHNINGER, 2008). 
As enzimas se tornam atrativas por possuírem várias propriedades 
interessantes como atividade de hidrólise e síntese, dependendo da concentração 
de substrato e da atividade de água, e por terem alta flexibilidade de aplicação em 
biotransformação, destacando seu uso em indústrias químico-farmacêuticas 
(ROVEDA et al., 2010). Podem ser de origem animal, vegetal ou microbiana. 
Quando comparadas com catalisadores inorgânicos, como ácidos, bases, 
metais pesados e óxidos metálicos (PEREIRA, 2004), as enzimas, graças a sua 
estrutura complexa, podem apresentar um alto grau de especificidade, propriedade 
ausente nos catalisadores inorgânicos (BORZANI et. al., 2001). Essa característica é 
importante quando se trata de processos industriais, pois produtos secundários 
indesejáveis que normalmente aparecem no final das reações são reduzidos ou 
eliminados. O uso de enzimas pode diminuir as reações secundárias indesejáveis e 
posteriores problemas de separação dos subprodutos. As enzimas também 
possuem alta seletividade, maior atividade catalítica e são facilmente encontradas 
na natureza (CAMMAROTA, 2006).  
No decorrer dos anos, as enzimas estão destacando-se devido a sua 
crescente utilização em diferentes ramos das indústrias alimentícias, farmacêuticas, 
químicas, têxteis, etc. O mercado mundial de enzimas industriais representa 60% do 
mercado de enzimas. Além disso, as enzimas operam em condições amenas de 
temperatura, pH e pressão enquanto os catalisadores químicos requerem condições 
críticas de operação (MONTEIRO & SILVA, 2009). 
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O mercado consumidor de enzimas está em expansão. De acordo com a 
reportagem da Business Communications Company, o valor de venda das enzimas 
para utilização industrial foi estimado em 5 bilhões de dólares em 2008. As 
projeções naquela época previam um aumento na taxa de crescimento do mercado 
de biocatalisadores de aproximadamente 4% a 5% ao ano (HASAN & HAMEED, 
2006). O mercado global de enzimas industriais foi de quase US $ 6,1 bilhões em 
2017 e foi estimado um alcance de US $ 8,5 bilhões em 2022 (FERRER et al., 
2016).  
Os biocatalisadores apresentam algumas desvantagens para aplicação em 
processos industriais, como alto custo para isolamento e purificação, instabilidade 
estrutural por serem removidas de seus ambientes naturais, sua alta sensibilidade a 
condições que diferem das suas condições ótimas e substâncias que podem atuar 
como inibidores e alta sensibilidade a variações de pH, devido à sua formação por 
grupos químicos que podem sofrer ionização e adquirir cargas momentâneas e a 
sensibilidade a altas temperaturas, causando rompimento de ligações e interações 
fracas. Desta forma uma das alternativas encontradas para tornar a utilização de 
enzimas em processos menos onerosos, é a sua imobilização (KRAJEWSKA, 2004; 
MONTEIRO e SILVA, 2009; KLEIN, 2010).  
Em relação a forma livre, as enzimas imobilizadas apresentam vantagens, 
sendo que a proteína pode ser reutilizada em outros ciclos do processo (ÖZDURAL 
et al., 2003; CAO, 2005; POLIZZI et al., 2007). Outras vantagens inerentes à técnica 
é a possibilidade de facilitar o controle das reações, evitar a contaminação do 
produto por proteína e permitir sua utilização em diferentes configurações de 
reatores. A técnica de imobilização de enzimas também pode reduzir a inibição 
frente aos produtos formados e meios reacionais (KLIBANOV, 1979; MATEO et al., 
2007; SHELDON, 2007; RODRIGUES et al., 2013; SCHOFFER, 2013). 
Processos de imobilização podem inibir ou aumentar a atividade e 
estabilidade da enzima, porém, não existe uma regra que prediga a manutenção 
destes parâmetros após o processo de imobilização (FRAMPTON; ZELISKO, 2014). 
Como exemplo de fator que acarreta uma perda de atividade aparente tem-se as 
restrições difusionais, ou seja, limitações do substrato ao sítio ativo devido à 
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presença da matriz sólida (a enzima fica com sua mobilidade restringida pelo fato de 
estar ligada a um suporte) (DE CASTRO et al., 2008; DANTAS, 2017). 
 
2.2 β-galactosidase 
 
A β-galactosidase hidrolisa a ligação β -1,4 e é classificada como uma 
hidrolase com capacidade de catalisar a hidrólise do grupamento terminal β-D-
galactosil de substratos, tais como a lactose, em glicose e galactose. Em alta 
concentração de lactose a β-galactosidase catalisa reações de transgalactosilação 
com outras moléculas aceptoras sintetizando galactooligossacarídeos (Figura 1) 
(DRAGOSITS et al., 2014). 
 
Figura 1. Rotas de conversão da lactose pela enzima β – galactosidase (MARTINS 
& BURKET, 2009). 
 
Uma das principais aplicações de enzimas na indústria alimentícia é na 
hidrólise de lactose do leite e seus derivados, utilizando a enzima β–galactosidase 
[lactase, β-D-galactosideo galactohidrolase; EC 3.2.1.23], obtendo, assim, alimentos 
com baixos teores de lactose, cujo resultado é a melhora da solubilidade e da 
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digestibilidade de leites e derivados lácteos, tornando-se ideais para consumidores 
intolerantes a este açúcar (CAMPELLO, 2010; HUSAIN, 2010; KLEIN, 2010). 
As β – galactosidases são encontradas na natureza, distribuídas entre 
vegetais, animais e micro-organismos. Nas plantas são encontradas em amêndoas, 
pêssegos, damascos, maçãs, alguns tipos de rosas selvagens, sementes de soja, 
alfafa e café. A função das β-galactosidases nas plantas parece estar relacionada 
com a capacidade da enzima em degradar açúcares da parede vegetal favorecendo 
o amadurecimento das frutas e germinação das sementes, sendo sua atividade 
aumentada nesta fase (KISHORE & KAYASTHA, 2012; NIE et al., 2013). 
 A enzima também é encontrada em órgãos de animais como intestino, 
cérebro, placenta e testículos de cães, coelhos, bezerros, ovelhas, cabras e ratos. A 
β – galactosidase é produzida por fungos filamentosos, leveduras e bactérias, sendo 
essas as fontes preferidas para aplicação industrial, pois podem ser facilmente 
produzidas em larga escala, via fermentação. São também mais facilmente 
expressas em organismos de cultivo já estabelecido e não estão sujeitas às 
limitações de produção ou de suprimento (GANDHI, 1997; SOARES et al., 2001, 
SANTIAGO et al., 2004; COLEN, 2006; SEN et al., 2012). 
As propriedades das β-galactosidases variam muito de acordo com sua fonte 
(Tabela 1). 
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Tabela 1. Propriedades das β-galactosidases produzidas por diferentes 
microrganismos. 
 
 
O uso de enzimas em alimentos no Brasil é regulamentado pela Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA e as enzimas permitidas devem estar 
contempladas na lista positiva descrita na Resolução RDC nº 53 de 07 de outubro de 
2014. A enzima β-galactosidase utilizada na indústria alimentícia deve ser 
obrigatoriamente de origem microbiana proveniente dos seguintes micro-
organismos: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus oryzae expresso em 
Aspergillus niger, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces 
lactis, Kluyveromyces marxianus ou Saccharomyces sp (BRASIL, 2014). Essas 
espécies são reconhecidas pela Food and Drug Administration (FDA) e são 
classificadas como Generally Recognized As Safe (GRAS), sendo consideradas 
seguras para aplicação em alimentos. 
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A enzima obtida da Escherichia coli, por exemplo, é a β-galactosidase mais 
conhecida em níveis estruturais e catalíticos, porém, não é recomendada para uso 
na indústria de alimentos devido a potencial patogenicidade do micro-organismo e 
por estar diretamente associada a coliformes fecais. Enzimas extraídas de A. niger, 
A. oryzae, Saccharomyces sp (lactis ou fragilis), são consideradas seguras, devido 
ao histórico de suas aplicações e os numerosos estudos realizados (GEKAS, 
LÓPEZ – LEIVA, 1985). 
As β-galactosidases expressas por fungos filamentosos geralmente são mais 
ativas em pH ácido dos que as produzidas a partir de bactérias e leveduras. A 
escolha da enzima vai depender da condição da reação a ser catalisada. Para a 
hidrólise do leite normalmente são utilizadas enzimas produzidas por leveduras, cujo 
pH ótimo de atividade (pH 6,0-7,0) é próximo a neutralidade. Por outro lado, para a 
hidrólise de soro de leite, enzimas de origem fúngicas (pH 3,0-5,0) são mais 
utilizadas. Além disso, as β- galactosidases de fungos filamentosos, ao contrário das 
produzidas por leveduras, parecem ser ativas sem a presença de íons como co-
fatores (NATH et al., 2014). 
Um dos problemas apresentados pela β – galactosidase é sua inibição por um 
dos produtos formados na reação, a galactose, e a formação de isômeros. 
Galactose e glicose são inibidores competitivos e não competitivos, 
respectivamente, sendo a inibição por glicose (Ki = 794 mM) muito menor que a 
inibição por galactose (Ki = 42 mM). Sendo assim a hidrólise da lactose não ocorre 
por completo (KLEIN, 2010). 
As fontes utilizadas de β-galactosidase hoje ainda não apresentam 
características cinéticas desejadas e existe uma grande procura por enzimas com 
propriedades superiores, tais como melhor estabilidade térmica em pH neutro e boa 
atividade a baixas e altas temperaturas. β-galactosidases termoestáveis, obtidas de 
micro-organismos termófilos tem grande potencial de aplicação (FISCHER, 2010). 
A vantagem da hidrólise enzimática em comparação a hidrólise química, da 
lactose, reside no fato de que a reação se processa a temperatura relativamente 
baixa, numa faixa que pode variar de 4°C a 40°C, permitindo uma maior economia 
energética com preservação das propriedades das moléculas (VITOLO, 2001). Já a 
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hidrólise química, necessita de condições mais drásticas de temperatura que podem 
variar de 90°C a 150°C e alta acidez, com pH próximo de 1,5, sendo realizada pela 
adição de ácidos fortes, como o ácido clorídrico ou sulfúrico, em altas 
concentrações. A hidrólise química da lactose pode resultar em problemas 
tecnológicos, como a desnaturação proteica e alterações na cor e odor dos 
produtos, sendo que não é utilizada para alimentos (LADERO et. al., 2000).  
A β – galactosidase pode ser utilizada na forma livre ou imobilizada. 
Normalmente em processos de batelada é utilizada a forma livre e em processos 
contínuos, a forma imobilizada (BODALO et. al., 2001). A enzima na forma 
imobilizada tem grande potencial para aplicação industrial já que poderá apresentar 
a possibilidade de ser utilizada diversas vezes e o processo poderia ser conduzido 
de forma contínua (SZCZODRAK, 2000). 
 
 
2.2.1 Aplicação da β-galactosidase na indústria de alimentos 
 
A principal aplicação biotecnológica da β-galactosidase encontra-se na 
produção de leite com baixo teor de lactose e derivados de produtos lácteos para o 
consumo por pessoas intolerantes à lactose e também pode ser empregada para 
hidrolisar a lactose presente no soro de leite para viabilizar os processos de 
produção de biomoléculas e biomassa empregando esses soros como meios de 
cultivos, uma vez que seus descartes inadequados constituem um grave problema 
ambiental. Além disso, galactooligossacarídeos também podem ser formados 
(GAUER et. al, 2006; HAIDER E HUSAIN, 2009; KOUTINAS et al., 2009). 
A β-galactosidase usada em escala industrial devem ser provenientes de 
micro-organismos geralmente reconhecidos como seguros (Generally Recognized as 
Safe - GRAS). As características importantes para uso da enzima em processos 
industriais são a termoestabilidade e a elevada atividade enzimática a baixa 
temperatura, possibilitando sua aplicação em condições que não alteram as 
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características sensoriais e nutricionais do leite e seus derivados (HUSAIN, 2010; 
MLICHOVÁ & ROSENBERG, 2006). 
A hidrólise da lactose em escala industrial pode ser obtida pelo emprego da β-
galactosidase na sua forma livre líquida ou em pó (liofilizada) e o processo de 
obtenção de leite com baixo teor de lactose, pode seguir por dois caminhos: no 
primeiro, o leite cru é submetido ao processo de esterilização (UHT – 141ºC/5 
segundos) e, depois do resfriamento, adiciona-se a β-galactosidase, e o leite é 
transferido para embalagem asséptica. A hidrólise da lactose ocorre no interior da 
embalagem. No segundo, o leite cru passa por uma pasteurização (72ºC/15 
segundos), e, após o resfriamento, a β-galactosidase é adicionada. A hidrólise é 
realizada dentro de tanques de armazenamento; assim que termina esse processo, 
realizam-se a esterilização e o envase asséptico e a enzima é inativada (LONGO, 
2006). 
A dosagem recomendada, segundo fornecedor de β-galactosidase é de 0,8 a 
1,2 mL de enzima por 1000 mL de leite à 5ºC por 24 horas ou, na mesma dosagem 
à 40ºC por 6 horas de reação para hidrólise da lactose presente no leite 
(SternEnzym GmbH & Co. KG). Em 2015, o preço médio de venda da β-
galactosidase para aplicação industrial era em média R$ 250,00/litro. 
A aplicação de β-galactosidase na hidrólise de lactose na indústria de 
laticínios tem atraído a atenção de pesquisadores e embora a maioria das indústrias 
ainda utilize a β-galactosidase na forma livre, a imobilização da enzima é uma área 
de grande interesse devido aos seus potenciais benefícios e possíveis reduções de 
custo (PANESAR et al., 2010). 
 
2.3 Lactose 
 
A lactose é um dissacarídeo composto por glicose e galactose unidos por 
ligações β – 1,4, que está presente no leite de quase todos os mamíferos e sua 
concentração varia de 2 a 10%. O leite bovino apresenta um teor de lactose entre 
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4,4% a 5,2% e o leite humano contém cerca de 7% de lactose (GÄNZLE et. al, 
2008). 
A solubilidade da lactose é baixa quando comparada a outros dissacarídeos, 
sendo aproximadamente 10% da sacarose, e a doçura da lactose em solução é 
cerca de 20% da sacarose em temperatura ambiente (GUIDINI, 2009). A lactose, 
quando em solução, está sujeita ao fenômeno de mutarrotação, que influencia a sua 
solubilidade e ocasiona a formação de cristais que irão prejudicar a qualidade do 
produto final. Essa mudança na rotação e a transformação de uma forma para a 
outra ocorre até o equilíbrio mutarrotacional, que acontece quando 62,25 % da 
lactose encontra-se na forma β e 37,7 % na forma α, na temperatura de 25°C 
(FISCHER, 2010). 
O processo de cristalização da lactose contribui para o aparecimento de 
estruturas arenosas nos produtos e os mesmos são percebidos sensorialmente 
quando apresentam um tamanho superior a 10 µm. Os fatores que influenciam essa 
cristalização da lactose são a velocidade de mutarrotação das formas β e α, 
viscosidade, pH, grau de saturação da solução e a temperatura dos produtos 
(FISCHER, 2010). 
A lactose tem a tendência de adsorver odores e sabores e é higroscópica, o 
que ocasiona a formação de cristais em derivados lácteos que se encontram na 
forma de pós. Além do mais, a ingestão da lactose pode causar distúrbios intestinais 
para uma parcela da população que sofre de intolerância a este açúcar, ocasionada 
pela deficiência na produção da lactase no intestino. Outro problema é a lactose 
presente no soro de queijo que devido a alta DBO (Demanda Bioquímica de 
Oxigênio) torna-se um problema para a indústria de lacticínios no tratamento de 
seus efluentes (SENER et.al., 2006). 
Uma das alternativas para ampliar a utilização desse carboidrato e evitar os 
problemas tecnológicos provenientes da sua cristalização, é hidrolisá-lo 
enzimaticamente em seus dois monômeros, glicose e galactose, com a finalidade de 
produzir açúcares mais doces, mais facilmente fermentescíveis e mais solúveis, 
diminuindo os efeitos causados pela cristalização da lactose e aumentando o 
período de estocagem dos produtos. E no ponto de vista nutricional, a hidrólise da 
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lactose, possibilita a obtenção de leite com baixo teor de lactose, tornando-o mais 
digerível para pessoas com problemas relacionados à intolerância à este 
dissacarídeo (MAHONEY, 1997). A hidrólise da lactose também é recomendada na 
produção de leite condensado, sorvete e soro de leite em pó (HUSAIN, 2010). 
 
2.4 Intolerância à lactose 
 
A intolerância à lactose é uma deficiência do organismo para digerir 
completamente a lactose e é consequência de baixos teores ou ausência da β-
galactosidase na mucosa intestinal. Como resultado, a falta da enzima faz com que 
a lactose seja fermentada no intestino e os sintomas da intolerância variam de 
desconforto abdominal, flatulência e diarreia dependendo da dose de lactose, do 
tempo de trânsito e adaptação das bactérias do colón. A β-galactosidase é 
encontrada nas extremidades das vilosidades da mucosa do intestino delgado e uma 
vez que as moléculas de lactose não conseguem ser absorvidas intactas, a enzima 
auxilia no metabolismo desse dissacarídeo (TROELSEN, 2005; ADHIKARI et. al., 
2010; KLEIN 2010; PAIGE, 2013). 
Todos os mamíferos, após o desmame, tem perda de atividade enzimática da 
β-galactosidase e esta perda pode estar ligada a fatores genéticos polimórficos. Em 
humanos, a partir dos 2 anos de idade ocorre uma progressiva redução da sua 
atividade que continua na infância e adolescência, chegando a atingir 5 a 10% dos 
níveis encontrados no nascimento. Esta situação é denominada estado de 
hipolactasia ou não persistência da β-galactosidase, que vai gerar a Hipolactasia 
Primária do Tipo Adulto (HPTA) (WORTAMANN et al., 2013). 
 A HPTA é a principal causa de intolerância à lactose sendo está determinada 
geneticamente e acomete em torno de 70% da população mundial (SWALLOW, 
2003; SAVAIANO et al., 2013; FOX et al., 2015; CORGNEAU et al., 2017, SAQIB et 
al., 2017). 
Segundo WORTMANN et al., (2013) a hipolactasia refere-se à diminuição da 
atividade da β-galactosidase, numa condição primária ou secundária. Como 
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primária, encontram-se a HPTA e a congênita. Na HPTA a enzima está normal, mas 
diminui a expressão ao longo da vida, já na congênita, esta enzima está ausente ou 
é incompleta (ROBAYO-TORRES e NICHOLS, 2007).  
Os países com maior porcentagem de indivíduos intolerantes a lactose são 
Ásia e África sendo que 90% da população tem dificuldade de metabolizar esse 
dissacarídeo enquanto que na Europa essa deficiência acomete apenas 5% da 
população (BULHÕES et al., 2007). 
O leite e seus derivados contribuem com cerca de 73% do cálcio necessário 
na dieta. Para que indivíduos intolerantes se beneficiem dos nutrientes do leite, 
existem no mercado produtos lácteos livres de lactose ou com baixo teor de lactose, 
obtidos a partir da hidrólise enzimática utilizando a β-galactosidase. Porém, o custo 
dos produtos deslactosados ainda é mais elevado quando comparado com produtos 
não deslactosados. Este fato está relacionado com o custo do processo (HERTZLER 
et al., 2013; MARTARELLO, 2016). 
A RDC 136/2017 publicada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(ANVISA), determinou mudanças nas informações de rótulos de alimentos que 
contêm lactose. Os itens com mais de 100 miligramas (mg) de lactose para cada 100 
gramas ou mililitros do produto devem indicar esta informação no rótulo. Com a 
instituição dessas regras, o mercado brasileiro de alimentos terá três tipos de 
rotulagem para a lactose: “zero lactose“ ou “baixo teor”, para os produtos cujo teor 
de lactose tenha sido reduzido, e “contém lactose”, nos demais alimentos com 
presença desse açúcar. A indústria tem prazo até fevereiro de 2019 para adequar os 
rótulos dos produtos (ANVISA 2017). 
É necessário o desenvolvimento de métodos e tecnologias para disponibilizar 
leite com baixo teor de lactose no mercado a baixo custo. O leite com baixo teor de 
lactose pode ser preparado por meio de sua remoção física ou de sua hidrólise 
enzimática, pela liberação dos seus correspondentes monossacarídeos, glicose e 
galactose (CUNHA et al., 2007; FAEDO et al., 2013). A utilização da enzima β-
galactosidase é um dos métodos mais interessantes e brandos para se obter um 
produto com baixo teor de lactose. 
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2.5 Imobilização de enzimas 
 
A imobilização de enzimas é uma técnica que vem sendo cada vez mais 
utilizada a fim de melhorar a aplicação industrial de enzimas permitindo redução de 
custos. Sabe-se, porém, que não existem técnicas universais aplicáveis a todas as 
enzimas ou técnicas totalmente eficientes de imobilização de enzimas, mas sim uma 
gama de possibilidades e parâmetros que devem ser otimizados (KLEIN, 2010). 
Para cada enzima métodos devem ser testados para se escolher procedimento 
simples, econômico e que resulte em enzima imobilizada com boa retenção de 
atividade e alta estabilidade operacional (MENDES et al., 2011). 
A imobilização de uma enzima consiste na ligação da enzima em um suporte 
sólido ou por oclusão em vesículas ou confinamento em membranas (SECUNDO et 
al., 2008; VAIDYA, 2008; DIZGE et al., 2009; MACARIO et al., 2009; MILETIC et al., 
2009).  
As enzimas podem ser imobilizadas tanto quimicamente (ligações covalentes 
entre suporte - enzima) como fisicamente (ligações fracas entre suporte – enzima) 
(KENNEDY, 1983; SCOUTEN et al, 1995; KRAJEWSKA, 2004).  
Quando imobilizado, o biocatalisador pode ser reutilizado diversas vezes ao 
contrário da forma livre. Além de tornar o processo economicamente mais viável, a 
imobilização de enzimas pode melhorar a estabilidade operacional e térmica, facilitar 
a sua separação do produto no final do processo, sendo que a contaminação do 
produto pela enzima é quase nula (GROSOVÁ et al., 2008).   
Como em todo processo, mudanças estruturais da enzima durante a 
imobilização, alterações de pH e temperatura e agitação podem diminuir a atividade 
das enzimas. Quando comparada com a enzima em sua forma livre, a enzima 
imobilizada pode ter sua atividade catalítica reduzida devido aos efeitos difusionais e 
sua constante de Michaelis (Km) aumentada. Essas alterações são resultado da 
modificação estrutural do ambiente da enzima devido à interação suporte - enzima, 
onde o material do suporte tem forte influência no desempenho enzimático 
(KRAJEWSKA, 2004). A imobilização do biocatalisador poderá também ocasionar 
alterações na faixa de temperatura e pH ótimo de atividade e aumentar a 
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estabilidade das enzimas diminuindo os custos operacionais durante reuso (NERI et 
al., 2009). 
O aumento da estabilidade da enzima devido à imobilização depende da 
técnica escolhida. Frequentemente a imobilização leva a um aumento da resistência 
das enzimas contra fatores desnaturantes como pH extremo, altas temperaturas, 
força iônica elevada, agentes químicos (CAMMAROTA & FREIRE, 2006). Em alguns 
casos as enzimas são mais estáveis se imobilizadas dentro de seu ambiente natural, 
a célula (GENARI et al., 2003; KRAJEWSKA, 2004). 
Os requisitos que a matriz para imobilização deve apresentar depende do tipo 
de enzima a ser imobilizada e a aplicação pretendida, sendo desejável que o 
material não seja facilmente degradável e seja compatível com a enzima. O 
processo de imobilização não deve ocasionar danos estruturais e desnaturação da 
enzima e o suporte deve garantir o aprisionamento da enzima durante todo o 
processo de hidrólise (KHAN et al., 2005; KULSHRESTHA & HUSAIN, 2006). 
A morfologia da matriz desempenha um importante papel em bioprocessos 
contínuos utilizando biocatalisadores imobilizados (TAQIEDDIN & AMIJI, 2004; 
MILOSAVIC et al., 2005). Algumas matrizes poliméricas têm sido utilizadas para a 
imobilização da β-galactosidade para usos industriais. Estas matrizes podem 
oferecer alta resistência mecânica e alta densidade, estabilidade térmica, facilidade 
de manuseio, taxas de fluxo elevadas em reatores contínuos e fácil regeneração. 
Matrizes poliméricas para imobilização enzimática podem ser divididas em dois 
grupos: polímeros naturais e artificiais. Os polímeros naturais incluem alginato, 
hidrogéis, quitosana, etc. Diversos polímeros artificiais tem sido utilizados para 
imobilização de enzimas entre eles poliacrilato, poliestireno, etc (CAPRIO et al., 
2000). A Figura 2 apresenta alguns métodos de imobilização de enzimas. 
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Figura 2. Métodos de imobilização enzimática – (A) Adsorção; (B) Ligação 
Covalente; (C) Aprisionamento; (D) Encapsulamento; (E) Ligação Cruzada 
(adaptado de GUISAN, 2006). 
 
 
2.5.1 Métodos de Imobilização 
 
O desenvolvimento de técnicas de imobilização é importante pois proporciona 
a reutilização das enzimas, facilita a separação dos produtos e pode aumentar a 
estabilidade térmica e em solventes orgânicos (VIEIRA, 2009). 
As enzimas podem ser imobilizadas por aprisionamento físico ou por 
adsorção na superfície. No primeiro método, as enzimas são encapsuladas em 
esferas ou matrizes de polissacarídeos, proteínas ou polímeros sintéticos. As 
enzimas podem ser fixadas ao suporte de imobilização diretamente por ligações 
químicas (iônicas ou covalentes) (MEERSMAN, 1992). O método de adsorção física 
para imobilização de enzimas é baseado em adsorção física da enzima na superfície 
de suportes insolúveis. A enzima pode ser retida na superfície do suporte insolúvel e 
essa interação pode ser ocasionada por ligações hidrofóbicas, interações de Van der 
Waals, pontes de hidrogênio e interações específicas. A adsorção de proteínas 
sobre superfícies sólidas pode ocorrer por interações hidrofóbicas, interações 
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eletrostáticas ou ligações de pontes de hidrogênio (MUGURUMA et al., 2006; 
CUNHA et al., 2007). Este método apresenta baixo custo, poucos efeitos deletérios 
para a atividade e seletividade da enzima (VILLENEUVE et al., 2000), mas pode 
ocorrer a dessorção da enzima durante a sua utilização.  
Nas reações que ocorrem em meio orgânico, não são requeridas fortes 
interações entre a enzima e o suporte. Nestas condições, a enzima é insolúvel no 
meio apolar e a adsorção física pode ser um método bastante vantajoso, sendo que 
este método é de baixo custo porque não é necessário ativar o suporte e o mesmo 
pode ser utilizado em vários ciclos (SECUNDO et al., 2008). 
 
2.5.1.1 Imobilização por adsorção 
 
A quitosana é um suporte que tem sido descrito para a adsorção de enzimas 
e apresenta características desejáveis como biocompatibilidade, hidrofilicidade, 
biodegradabilidade e propriedades anti-bacterianas. Além disso, é um biopolímero 
abundante na natureza (WU et al., 2002). 
CHAMPLUVIER et al., (1988) imobilizaram células de levedura K. fragilise K. 
lactis em quitosana e a atividade enzimática encontrada para a enzima β-
galactosidase foi de 0,9 – 2,2 U/mg por massa seca das células. GAUER et al., 
(2006) imobilizaram a β-galactosidase de Aspergillus oryzae em quitosana e 
obtiveram 18,4% de recuperação da enzima.  
CABUK et al., (2014) imobilizaram a β-galactosidase de Kluyveromyces lactis 
em matriz de quitosana – hidroxiapatita e não encontraram alteração da temperatura 
ótima de atividade da enzima livre a 37°C quando comparada com a da forma 
imobilizada. Porém, entre 40 e 50°C, a enzima imobilizada apresentou 87,2% a 
55,6% de atividade relativa, enquanto a enzima livre apresentou uma redução 
significativa de 61,2% a 30,3%. 
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2.5.1.2 Imobilização por ligação covalente 
 
A imobilização de enzimas por ligação covalente, usualmente envolve dois 
passos, a ativação do suporte e a ligação da enzima ao suporte. É um dos métodos 
mais empregados para imobilização da β-galactosidase (GEKAS, LÓPEZ – LEIVA, 
1985). Este método de imobilização consiste na retenção da enzima na superfície do 
suporte pela formação de ligações covalentes. As moléculas de enzimas se ligam ao 
suporte por meio de certos grupos funcionais, tais com amino, carboxila, hidroxila e 
grupos sulfidrilos. É aconselhável realizar a imobilização na presença do substrato 
ou inibidor competitivo da enzima com o objetivo de proteger os sítios ativos 
(PANESAR et al., 2010). 
Este método pode conferir maior resistência à desnaturação pela 
temperatura, por solventes orgânicos ou pH, pois aumenta a estabilidade da 
estrutura terciária da enzima (ARROYO, 1998). As desvantagens deste método são 
o alto custo e baixo rendimento devido à exposição do biocatalisador a reagentes 
tóxicos ou condições severas de reação (GROSOVÁ et al., 2008). Uma das matrizes 
utilizadas para este método de imobilização é o Eupergit® C, que consiste em um 
suporte na forma de microesferas macroporosas, desenvolvido por meio da 
copolimerização de N, N’ – metileno-bis-metacrilamida, glicidilmetacrilato, alil-glicidil-
éter e metacrilamida. Este suporte apresenta boas características sendo estável em 
qualquer valor de pH, é mecanicamente estável, uma vez que não apresentou 
nenhum desgaste após 650 ciclos de operação em reatores de mistura com volumes 
de substrato de até 1000 L (KATCHALSKI-KATZIR & KRAEMER, 2000). Este 
suporte já foi estudado para imobilização de várias enzimas: β-galactosidase de 
Bacillus circulans, β-galactosidase de Aspergillus oryzae, para transformar lactose 
em glicose e galactose, ou produzir galactooligossacarídeos (HERNAIZ & CROUT, 
2000). CAMPELLO (2010) obteve uma média de 41,86% da atividade inicial após 
imobilização da β-galactosidade em Eupergit® C. 
ZHOU & CHEN (2001) imobilizaram β-galactosidase de K. lactis em placas de 
grafite por meio da formação da base de Schiff entre grupos ativados da superfície 
do suporte e a enzima utilizando glutaraldeído para promover a reticulação. A 
37 
 
 
 
imobilização aumentou a estabilidade térmica e deslocou o pH ótimo para valores 
mais alcalinos (7,7) comparado com a enzima livre (6,6). 
SERIO et al., (2003) estudaram o comportamento da enzima β-galactosidase 
de Kluyveromyces marxianus (Saccharomyces) lactis, imobilizada por ligação 
covalente em diferentes óxidos: alumina, sílica e alumina silicada. Os autores 
observaram que quando o tamanho de partícula dos suportes era aumentado, a 
atividade enzimática diminuía drasticamente ocorrendo um baixo rendimento (não 
excedendo 5%) na retenção da atividade enzimática, explicada pelo bloqueio dos 
poros do suporte com as moléculas de enzima antes da adição de glutaraldeído. 
ROY & GUPTA (2003), imobilizaram a β-galactosidase comercial LactozymTM 
de Kluyveromyces fragilis, em esferas de celulose com epicloridrina. A enzima 
hidrolisou a lactose do soro de leite (>90%) em leito fluidizado após 5 horas. A 
enzima imobilizada foi reutilizada por 3 vezes sem mudança na performance do 
reator de leito fluidizado. Cerca de 60% da lactose pode ser hidrolisada em leito 
fluidizado após 5 horas. 
 
2.5.1.3 Imobilização por encapsulação 
 
A imobilização de enzimas por aprisionamento em matrizes de biopolímeros 
pode aumentar a estabilidade da enzima, sendo esse um dos fatores primordiais em 
aplicações industriais. Neste método, as enzimas são mantidas dentro de um 
espaço confinado, com restrita mobilidade que contribui para sua maior estabilidade 
(EGGERS & VALENTINE, 2011; ZHOU & DILL, 2001). As vantagens deste método 
são a maior proteção da enzima contra condições extremas de pH e a matriz pode 
evitar a evasão da enzima durante a catálise. Essas vantagens são importantes 
tanto economicamente quanto do ponto de vista ambiental (KOKUFUTA et al., 1988; 
DUMITRIU & CHORNET, 1998). Entre os diversos suportes utilizados para o 
aprisionamento da enzima, o alginato tem mostrado características adequadas para 
este método. 
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No método de encapsulação, a enzima é imobilizada no interior de esferas, 
cujo envoltório é constituído por um polímero gelatinoso e semipermeável, como o 
alginato (LIMA et al., 2001; GEORGE E ABRAHAM, 2006). 
Alginato de sódio é um sal de sódio de ácido algínico e é um polímero 
aniônico solúvel em água. O ácido algínico é um conhecido polissacarídeo natural 
extraído de algas marinhas marrons principalmente da Laminaria hyperborea, 
Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata, Ascophyllym nodosum, Laminaria japonica, 
Ecklonia maxima, Lessonia nigrescens e Durvillaea antartica constituído por 
polímero linear do ácido L-gulurônico e do ácido D-manurônico. A composição do 
alginato varia de acordo com as condições sazonais e de crescimento e bem como 
das diferentes partes da planta utilizadas na extração (KADOKAWA et al., 2005).  
Os alginatos são usados na indústria de alimentos devido as suas 
características de retenção de água, propriedades gelificantes e estabilizantes e a 
capacidade para modificar a viscosidade dos sistemas aquosos onde é incorporado. 
Outras duas importantes aplicações do alginato são na indústria farmacêutica e na 
indústria têxtil (SANTOS, 2012).  
Na indústria farmacêutica o alginato é utilizado para imobilização de vários 
produtos atuando como excipiente de liberação de medicamentos, curativos 
inteligentes, em formulações para prevenção de refluxo gástrico, bem como 
materiais de impressão dental (MÜLLER et al., 2011). 
A utilização do alginato na indústria têxtil melhora o desempenho das tintas 
utilizadas nos processos de impressão favorecendo a aderência e a deposição 
destes materiais sobre os tecidos. Na indústria de papel a adição de alginato permite 
que as propriedades para impressão destes materiais também melhorem (SABRA et 
al., 2001). 
Também é possível realizar a manipulação das características dos alginatos 
por fracionamento químico ou por modificação enzimática in vitro (SANTOS, 2012). 
Em termos moleculares, o alginato é um polissacarídeo linear composto de 
dois blocos principais formados por unidades de ácido manurônico (M) e ácido 
gulurônico (G) interligados por ligações glicosídicas do tipo 1→4 de composição e 
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estrutura sequencial amplamente variável (SOUZA, 2006; SANTOS, 2012). Estes 
monômeros podem ser organizados em cadeias consecutivas de resíduos G, de 
resíduos M, ou alternando resíduos M e G (Figura 3). 
 
 
Figura 3. Estrutura química do alginato. (a) Conformação do β-D-ácido manurônico 
(M) e conformação do α-L – ácido gulurônico (G); (b) Composição dos blocos de 
alginato G – blocos, M – blocos e MG – blocos (REHM, 2009). 
 
Geralmente, as duas unidades monoméricas de ácido manurônico e ácido 
gulurônico, estão presentes numa razão M/G de 1,5, mas devido as diferentes 
proporções de monômeros existentes, os alginatos são comumente denominados 
alginatos high-M ou high-G (BELITZ, 2009).  
As diferentes sequências de blocos MG e GG é que irão determinar a 
flexibilidade da cadeia, influenciando a solubilidade e estabilidade do gel que será 
formado (ESTESVAG & VALLA, 1998; TEIXEIRA, 2011; KLEIN et. al., 1983; 
ESTESVAG & VALLA, 1998; CHAN et al., 2002). Os blocos G formam cadeias 
rígidas em que duas cadeias G, com mais de seis resíduos cada uma podem ser 
ligados por íons divalentes levando a formação de gel que exibem alta porosidade e 
baixo encolhimento durante a formação do gel, porém, tem maior propensão em 
apresentar sinérese. Com o aumento da quantidade de blocos M, os géis tornam-se 
mais macios e apresentam poros de menor tamanho (KAWAGUTI, 2007). 
Bloco G Bloco M Bloco MG 
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Uma das excelentes propriedades do alginato é sua habilidade em formar 
hidrogéis na presença de cátions divalentes (HAIR et al., 1996; WANG et al., 2003). 
A formação fácil e quase instantânea de géis iônicos de alginatos, na presença de 
cátions adequados, constitui uma das suas propriedades mais importantes. O efeito 
do íon cálcio tem sido o mais estudado nas aplicações alimentares, devido à sua 
importância biológica (SANTOS, 2012).  
Para formar um gel, o alginato deve conter um número suficiente de 
monômeros gulurônicos para poder reagir com um cátion. A gelificação do alginato é 
principalmente alcançada pela troca de íons por cátions divalentes, tais como Ca2+, 
Cu2+, Zn2+ ou Mn2+. Existe uma concordância que a rede de gel, induzida pela 
ligação do íon Ca2+ e pela cadeia de segmentos do grupo G, formam uma rede 
tridimensional onde o íon cálcio encaixa-se nas estruturas dos resíduos de ácido 
gulurônico, conforme o modelo caixa de ovos ilustrado na Figura 4 (ROY & GUPTA, 
2004; SANTOS, 2012). 
 
 
Figura 4. Ilustração da complexação de cadeias de alginato e íons cálcio e formação 
de gel (REHM, 2009). 
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Entre as desvantagens do uso deste polímero como suporte para imobilização 
podemos citar sua instabilidade química na presença de agentes quelantes do íon 
cálcio (fosfatos, lactato e citrato), as limitações de transferência de substratos e 
produtos e a tendência das esferas sofrerem dilatação na presença de cátions 
monovalentes (FREEMAN E LILLY, 1998).  
O procedimento clássico de imobilização consiste em dissolver a enzima em 
uma solução aquosa em alginato de sódio, que é então gotejada sobre uma solução 
aquosa contendo íons bivalentes (Ca2+, por exemplo). Em contato com a solução 
CaCl2 , a gota de alginato de sódio forma esfera  de alginato de cálcio na qual a 
enzima fica aprisionada (LIMA, et al., 2001).  
As interações iônicas entre blocos de guluronato e íons cálcio causam a 
formação de gel forte e termoestável com propriedades que dependem amplamente 
das características do polímero e dos métodos de preparação. O sucesso desse 
método simples de encapsulação é devido as condições brandas necessárias e ao 
baixo custo de processo (STORKER, et al., 1991). 
HAIDER & HUSAIN (2007) imobilizaram a enzima β-galactosidase de 
Aspergillus oryzae em uma mistura de alginato de cálcio e concanavalina A obtendo 
um melhor resultado para imobilização da enzima comparada com sua forma livre. A 
atividade máxima da β-galactosidase foi obtida a 60°C, aproximadamente 10 graus 
acima da temperatura de atividade da enzima livre. A β -galactosidase imobilizada 
reteve 61%, 50% e 43% de atividade na presença de 5% de CaCl2, 5% de galactose 
e 4M de ureia, respectivamente, quando incubadas durante 1 h a 37°C. A 
preparação de β -galactosidase imobilizada foi superior à enzima livre na hidrólise da 
lactose no soro ou leite em processo descontínuo: hidrolisou 89% da lactose no soro 
em 3 h e 79% da lactose no leite em 4 h. A β -galactosidase imobilizada manteve 
61% de sua atividade original após 2 meses de armazenamento a 4°C, enquanto a 
enzima solúvel mostrou apenas 37% da atividade inicial em condições idênticas. 
Um estudo de imobilização da enzima β-galactosidase de A. oryzae em 
alginato – gelatina reticulada com glutaraldeído mostrou que a enzima permaneceu 
estável na faixa de pH 4,5 a 7,0. A enzima livre e imobilizada apresentaram perfis 
semelhantes de atividade residual frente a diferentes temperaturas, entretanto a 
42 
 
 
 
temperatura de atividade máxima da enzima imobilizada aumentou de 55°C para 
60°C, apresentando maior tolerância a altas temperaturas (FREITAS et al., 2011). 
NAGANAGOUDA & MULIMANI (2006) estudaram a imobilização da enzima 
α-galactosidase em alginato – gelatina e glutaraldeído e observaram que as 
condições ótimas de pH e temperatura de atividade não foram afetadas com a 
imobilização da enzima. Para enzima livre e imobilizada os valores ótimos de pH e 
temperatura de atividade encontrados foram de 4,8 e 50°C, respectivamente. Os 
autores verificaram diferença significativa durante o armazenamento sendo que a 
enzima livre perdeu a atividade após 5 dias a 4°C enquanto que a enzima 
imobilizada reteve 30% da atividade inicial após 60 dias a 4°C.  
O alginato de cálcio foi utilizado também para imobilização de células de 
Lactobacillus casei para produção de ácido lático (YOO et al., 1996), K. lactispara 
hidrólise da lactose (BECERRA et al., 2001), e Giberella fujikuroi para obtenção de 
carotenóides (GARBAYO et al., 2003). 
Matrizes de álcool-polivinílico (PVA) têm sido utilizadas para obtenção de géis 
estáveis química e mecanicamente, fornecendo uma alternativa adequada para 
superar as desvantagens dos polímeros naturais mantendo os benefícios inerentes 
ao seu uso (EL-HADI, 2003; SCHLIEKER & VORLOP, 2006). 
Muitos métodos têm sido desenvolvidos para formar hidrogéis a partir de 
álcool-polivinílico (PVA), através de congelamento-descongelamento, irradiação ou 
ligação química cruzada. Uma abordagem diferente, a qual tem aplicação comercial, 
depende da secagem controlada do hidrogel de PVA (líquido de Lentikats) e 
subsequente estabilização química, promovendo a formação de partículas com 
formato de lentes (VORLOP & JEKKEL, 1999). Sendo que esta técnica já foi 
validada para utilização para aplicação em indústrias alimentícias e farmacêuticas 
(Lentikat’s Biotechnologies). 
FERNANDES et al., (2009) descreveram um método de imobilização de 
enzimas em partículas de PVA por meio da extrusão de líquido de Lentikats® em 
polietilenoglicol. A inulinase comercial, com atividade de invertase foi usada como 
sistema modelo para imobilização em partículas de PVA. A faixa de pH ótimo da 
enzima imobilizada foi ampliada para valores mais baixos de pH. Foi observada 
43 
 
 
 
instabilidade mecânica do PVA em incubação prolongada em temperaturas 
superiores a 55°C. Foi observado um aumento de 1,8 vezes no valor de Km 
aparente sugerindo a limitação da difusão devido à imobilização.  
GROSOVÁ et al., (2008) descreveram a imobilização de β-galactosidase de 
Aspergillus oryzae em cápsulas de álcool-polivinílico (PVA), na forma de lentes e 
obtiveram 32% da atividade original. A imobilização não alterou o pH ótimo de 
atividade da enzima (pH 4,5). Foi observado um aumento da atividade relativa da β-
galactosidase imobilizada em relação a enzima livre, nos ensaios de inibição pelo 
produto. Foi verificado que não houve decréscimo da atividade da enzima 
imobilizada durante 35 bateladas repetidas e durante 530h de hidrólise contínua da 
lactose. A β-galactosidase imobilizada mostrou-se estável após 14 meses de 
estocagem 4°C e pH 4,5. 
A β-glicosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em lentes de PVA - Lentikats® 
apresentou-se mais estável do que a enzima livre, após 3 h de tratamento na faixa 
de 45 a 55°C e a imobilização não alterou o pH ótimo de atividade da enzima, 
permanecendo em 4,5. A taxa de conversão relativa da solução 1,5mM de celobiose 
em tampão acetato 0,5 mM pH 5,0 a 50°C, utilizando-se β-glicosidase imobilizada 
em lentes PVA - Lentikats® em coluna de 1,0 cm3 e fluxo de 0,3 mL/min foi de 100% 
após 5 h entretanto a porcentagem de conversão diminuiu para 40% após 148 h 
(ANGELOTTI, 2013). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Material 
 
Foram utilizadas três preparações comerciais líquidas de diferentes 
fornecedores da β-galactosidase ativas em pH neutro denominadas A, B e C sendo 
as enzimas A e B obtidas da levedura Kluyveromyces lactis (2000 U/mL) e a enzima 
C obtida da levedura Saccharomyces marxianus var. lactis (2000 U/mL) e uma 
preparação comercial em pó da enzima β-galactosidase obtida do fungo Aspergillus 
oryzae (2500 U/g) denominada D, ativa em pH ácido. 
Para imobilização das β-galactosidases foram testados três alginatos de 
sódio: (I) Alginato Synth-A1089.01AF, (II) Alginato 20.000 cP Sigma®-180947 
[M/G=1,56] e (III) Alginato 14000 cP Sigma®-A7128 [M/G=1,56]. A gelatina foi 
adquirida da Merck. A enzima transglutaminase ACTIVA TG® da Ajinomoto foi 
utilizada como agente reticulante. 
Foram utilizados lactose Synth e Kit enzimático de determinação de glicose da 
marca BioLiquid Glicose. 
 
 
3.2 Estudo da imobilização da β- galactosidase 
 
3.2.1 Seleção dos suportes para imobilização da enzima β-galactosidase em 
alginato de cálcio 
 
Para o estudo da imobilização da β-galactosidase em diferentes tipos de 
alginatos de sódio foram utilizados (I) Alginato Synth-A1089.01AF, (II) Alginato 
20.000 cP Sigma-180947 [M/G=1,56], (III) Alginato 14000 cP Sigma-A7128 
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[M/G=1,56] e a β-galactosidase neutra C (S. marxianus var lactis) e ácida D (A. 
oryzae). O alginato de sódio mais adequado foi utilizado para testes subsequentes 
de imobilização da enzima utilizando planejamento fatorial fracionado. 
 
3.2.1.1 Estudo da imobilização da enzima β-galactosidase em diferentes 
tipos de alginato 
 
Amostras contendo 10 mL de suspensão de alginato de sódio 1,7% (m/v) em 
tampão fosfato de potássio 0,05M pH 7,0 para β-galactosidase neutra C (S. 
marxianus var lactis) ou tampão acetato 0,05M pH 4,5 para β-galactosidase ácida D 
(A. oryzae) foram aquecidas em placa de aquecimento com agitador magnético até a 
solubilização dos reagentes. As misturas foram resfriadas até temperatura ambiente 
e foi adicionado 2 mL de solução (200 U/mL)  β-galactosidase neutra C ou 2 mL de 
solução (200 U/mL) β-galactosidase ácida D. Com auxílio de uma bomba peristáltica 
MasterFlex® L/S (Cole-Parmer Instruments Co. Vernon Hills, IL, EUA), a suspensão 
foi gotejada em solução de cloreto de cálcio 0,25M para formação dos grânulos de 
hidrogel, os quais foram mantidos imersos sob agitação por 2 horas. Os grânulos 
foram armazenados por 12h, sob refrigeração de 4°C e posteriormente lavados com 
água destilada para remoção do excesso de CaCl2. Os grânulos foram armazenados 
em água destilada a temperatura de 4°C até posterior utilização (adaptado de 
CARVALHO, 2013). 
 
3.2.1.1.1 Estudo da reutilização da enzima β-galactosidase imobilizada em 
diferentes tipos de alginato 
 
A reutilização das amostras de β-galactosidase neutra C imobilizadas, foram 
testadas utilizando-se 3 g de enzima imobilizada e 20 mL de solução 5% de lactose 
em tampão fosfato 0,05M pH 7,0 à  35°C durante 3 bateladas de 60 minutos cada. 
Enquanto que a reutilização das amostras de β-galactosidase ácida D, foram 
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testadas utilizando-se solução 5% de lactose em tampão acetato 0,05M pH 4,5 à 
45ºC durante três bateladas de 60 minutos cada. 
 
3.2.1.2 Estudo da imobilização da enzima β-galactosidase neutra e ácida 
em diferentes tipos de alginato com adição de gelatina e TGase 
 
Amostras contendo 10 mL de suspensão de alginato de sódio 1,7% (m/v) e 
gelatina 0,5% (m/v) em tampão fosfato de potássio 0,05M pH 7,0 para β-
galactosidase neutra C ou tampão acetato 0,05M pH 4,5 para β-galactosidase ácida 
D foram aquecidas em placa de aquecimento com agitador magnético até a 
solubilização dos reagentes. A mistura foi resfriada até temperatura ambiente e foi 
adicionado 3,5% (m/v) da enzima transglutaminase. A mistura foi agitada com auxílio 
de barra magnética e agitador magnético e foi adicionado 2 mL de solução (200 
U/mL) de  β-galactosidase neutra C ou 2 mL de solução (200 U/mL) de β-
galactosidase ácida D. Com auxílio de uma bomba peristáltica MasterFlex® L/S 
(Cole-Parmer Instruments Co. Vernon Hills, IL, EUA), a suspensão foi gotejada em 
solução de cloreto de cálcio 0,25M para formação dos grânulos de hidrogel, os quais 
foram mantidos imersos sob agitação por 2 horas. Os grânulos foram armazenados 
por 12 h, sob refrigeração de 4°C e posteriormente lavados com água destilada para 
remoção do excesso de CaCl2. Os grânulos foram armazenados em água destilada 
a temperatura de 4°C até posterior utilização (adaptado de CARVALHO, 2013). 
 
 
3.2.2 Estudo da imobilização da enzima β-galactosidase em álcool polivinílico 
(PVA) - Lentikats® 
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3.2.2.1 Estudo da imobilização da enzima β-galactosidase em álcool 
polivinílico (PVA) – lentes de Lentikats® 
 
A imobilização da enzima foi realizada de acordo com as instruções do 
fabricante (http://www.genialab.de/download/tt-english.pdf). O líquido de Lentikats® 
(álcool polivinílico – PVA) foi aquecido a 95°C e em seguida resfriado até 
aproximadamente 40ºC. Em um béquer foram misturados 200 L de solução (200 
U/mL) de β-galactosidase C ou D, e 2 mL de líquido de Lentikats® a 40°C e a mistura 
foi  homogeneizada com auxílio de agitador magnético.  
A mistura foi transferida para uma seringa com agulha (20Gx2”) e a mistura 
foi gotejada na forma de gotas em placas de petri, previamente taradas. As placas 
de petri foram pesadas e armazenadas a 30°C para desidratação das gotas. O teor 
de umidade final de 28% foi atingido após aproximadamente 2,5 horas. Em seguida 
as lentes foram transferidas para um béquer contendo 100 mL de solução 
estabilizadora (15g/L) para curar as lentes durante 2 horas.  
As lentes PVA-Lentikats® foram peneiradas e armazenadas em tampão 
fosfato 0,1M pH 7,0 durante 30 minutos para a β-galactosidase C , e para β-
galactosidase D as lentes foram peneiradas e armazenadas em tampão acetato 
0,1M pH 4,5 durante 30 minutos. Após esse período as lentes foram novamente 
peneiradas e armazenadas em um frasco contendo solução estabilizadora a 5°C 
para posterior utilização. 
 
3.2.2.2 Imobilização de -galactosidase em álcool polivinilico (PVA) – 
Lentikats® - esferas 
 
O líquido de Lentikats® foi aquecido a 95°C e em seguida resfriado até 
aproximadamente 40°C. Em um béquer foram misturados 200L de solução (200 
U/mL) de β-galactosidase C ou D e 2 mL de líquido de Lentikats® a 40°C e a mistura 
foi  homogeneizada com auxilio de agitador magnético.  
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A mistura foi transferida para uma seringa com agulha (20 Gx2”) e gotejada 
em um béquer contendo 100 mL da solução de PEG 600 (polietilenoglicol) sob 
agitação lenta durante 2 horas. Em seguida as esferas contendo β-galactosidase C 
imobilizada foram peneiradas e lavadas em tampão fosfato 0,1M pH 7,0 e as esferas 
contendo β-galactosidase D imobilizada foram lavadas em tampão acetato 0,1M pH 
4,5. As amostras de enzima imobilizada foram armazenadas em tampão fosfato 
0,1M pH 7,0 (enzima C - S. marxianus var lactis) e tampão acetato 0,1M pH 4,5 
(enzima D - A. oryzae) a 5°C durante 12 horas para curar. 
 
3.2.2.2.1 Estudo da reutilização da enzima β-galactosidase imobilizada em 
Lentikats® - esferas e lentes 
 
A atividade das amostras de β-galactosidase neutra C imobilizadas em 
Lentikats® - esferas e lentes, foram testadas utilizando-se 43 e 12 mg de enzima 
imobilizada, respectivamente, e 400µL de solução 5% de lactose em tampão fosfato 
0,05M pH 7,0 à  35°C durante 3 bateladas de 60 minutos cada. Enquanto que a 
reutilização das amostras de β-galactosidase ácida D, foram testadas utilizando-se 
solução 5% de lactose em tampão acetato 0,05M pH 4,5 à 45°C durante três 
bateladas de 60 minutos cada. Os resultados foram comparados com amostras das 
β-galactosidases neutra e ácidas imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
preparadas como descrito no item 3.2.1.1. 
 
3.3 Determinação da atividade de β -galactosidase 
 
3.3.1 Determinação da atividade enzimática da β-galactosidase neutra e ácida, 
na forma livre 
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Para a determinação da atividade das β-galactosidases A (K. lactis), B (K. 
lactis), e C (S. marxianus var lactis), ativas em pH neutro, obtidas de leveduras, na 
forma livre, uma alíquota de 200µL da solução (200 U/mL) β-galactosidase foi 
adicionada em tubos de ensaio contendo 20 mL de solução 5 % de lactose em 
solução tampão fosfato de potássio 0,05M pH 7,0, previamente incubados a 35°C. 
Os tubos de ensaio foram incubados em banho-maria a 35°C por 15 minutos com 
agitação. A reação foi interrompida pela incubação dos tubos de ensaio em banho 
de gelo e a glicose liberada foi quantificada utilizando-se kit de determinação de 
glicose por método enzimático, como descrito no item 3.3.1.1.  
A atividade da β-galactosidase comercial D, ativa em pH ácido, obtida de 
Aspergillus oryzae foi determinada incubando-se tubos de ensaio contendo a mistura 
de 200µL de solução (200 U/mL) de β-galactosidase e 20 mL de solução 5% de 
lactose em solução tampão acetato de sódio 0,05 M pH 4,5 em banho-maria a 45°C 
por 15 minutos sob agitação. A reação foi interrompida pela incubação dos tubos de 
ensaio em banho de gelo e a glicose liberada foi quantificada utilizando-se kit de 
determinação de glicose por método enzimático. 
 
3.3.1.1 Determinação de glicose por método enzimático 
 
A concentração de glicose foi determinada utilizando-se o Kit Bioliquid 
Glicose. Uma alíquota de 0,1mL da mistura de reação foi incubada com 1 mL de 
reagente colorimétrico por 15 minutos em banho-maria com agitação a 35°C. A 
absorbância da mistura foi medida a 505nm em espectrofotômetro Beckman DU 70. 
Uma curva padrão de glicose foi previamente preparada. Uma unidade de atividade 
enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 
1µmol de glicose por minuto, nas condições de ensaio (adaptado de SZCZODRAK, 
2000). 
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3.3.2 Determinação da atividade enzimática das β-galactosidases neutras e 
ácida na forma imobilizada 
 
A atividade das β-galactosidases A, B e C imobilizadas em alginato-gelatina-
TGase, ativas em pH neutro, foram determinadas incubando-se tubos de ensaio 
contendo misturas de 1,5 g de grânulos da enzima imobilizada em 20 mL de solução 
5% de lactose em solução tampão fosfato 0,05M pH 7,0 em banho-maria a 35°C por 
15 minutos com agitação. A reação foi interrompida pela incubação dos tubos de 
ensaio em banho de gelo e a glicose liberada foi determinada como descrito no item 
3.3.1.1. 
A atividade da β-galactosidase ácida, obtida de Aspergillus oryzae, imobilizada 
em alginato-gelatina-TGase foi determinada incubando-se tubos de ensaio contendo 
a mistura de 1,5 g de grânulos da enzima imobilizada em 20 mL de solução 5% de 
lactose em solução tampão acetato de sódio 0,05M pH 4,5 em banho-maria a 45°C 
por 15 minutos com agitação. A reação foi interrompida pela incubação em banho de 
gelo e a glicose liberada foi determinada conforme descrito no item 3.3.1.1. 
 
3.4 Estudo das variáveis alginato de sódio, CaCl2, gelatina, TGase 
na  imobilização da β-galactosidase em alginato de cálcio-gelatina-
TGase utilizando planejamento fatorial fracionado 25-1. 
 
Foram estudados os efeitos da concentração das variáveis alginato de sódio, 
CaCl2, TGase, gelatina e β-galactosidase C (Saccharomyces marxianus var. lactis) 
na imobilização da enzima, utilizando planejamento fatorial 25-1, com triplicatas no 
ponto central totalizando 19 ensaios. Os dados foram analisados utilizando o 
software Statistica® 7.0. 
 
51 
 
 
 
Tabela 2.Valores codificados dos níveis utilizados das variáveis no planejamento 
experimental fatorial fracionado 25-1 para otimização da composição da matriz de 
imobilização das β-galactosidases comerciais. 
 
Variáveis Código 
Níveis 
-1 0 1 
Alginato de Sódio % (m/v) x1 1 2 3 
CaCl2 (M) x2 0,1 0,2 0,3 
Enzima Tgase % (m/v) x3 0 0,5 1 
Gelatina % (m/v) x4 0 0,5 1 
β – galactosidase % (v/v) x5 10 20 30 
 
A Tabela 3 apresenta os valores codificados das variáveis do planejamento 
fatorial fracionado. 
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Tabela 3. Planejamento fatorial fracionado 25-1 codificado com as combinações 
experimentais para estudo dos efeitos da concentração de alginato de sódio, CaCl2, 
enzima TGase, gelatina e β-galactosidase C, na imobilização. 
 
 
 
 
3.4.1 Imobilização das enzimas β-galactosidases em matriz de alginato de 
cálcio-gelatina-TGase após o planejamento fatorial fracionado 25-1 
 
Misturas de 2 g de alginato de sódio (14000 cP Sigma-A7128) e 1 g de 
gelatina foram diluídas em 100 mL de tampão fosfato de sódio 0,05M pH 7,0 para as 
β-galactosidases neutras A, B e C ou  2 g de alginato de sódio e 1g de gelatina 
foram diluídas em 100 mL  tampão acetato de sódio 0,05M  pH 4,5 para a β-
galactosidase ácida D. As misturas foram aquecidas em placa de aquecimento até a 
ENSAIOS X1 X2 X3 X4 X5
1 -1 -1 -1 -1 1
2 1 -1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1 -1
4 1 1 -1 -1 1
5 -1 -1 1 -1 -1
6 1 -1 1 -1 1
7 -1 1 1 -1 1
8 1 1 1 -1 -1
9 -1 -1 -1 1 -1
10 1 -1 -1 1 1
11 -1 1 -1 1 1
12 1 1 -1 1 -1
13 -1 -1 1 1 1
14 1 -1 1 1 -1
15 -1 1 1 1 -1
16 1 1 1 1 1
17 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0
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solubilização dos reagentes. A mistura foi resfriada até temperatura ambiente e 0,5 g 
da enzima transglutaminase ACTIVA TG® foi adicionada ao béquer. As misturas 
foram agitadas com auxílio de barra magnética e agitador magnético e em seguida 
foi adicionado 30 mL de solução (600 U/mL) de β-galactosidase C ou D. Com auxílio 
de uma bomba peristáltica MasterFlex® L/S (Cole-Parmer Instruments Co. Vernon 
Hills, IL, EUA), a suspensão foi gotejada em solução de cloreto de cálcio 0,20M para 
formação dos grânulos de hidrogel, os quais foram mantidos imersos sob agitação 
por 2 horas. Os grânulos foram armazenados por 12h, sob refrigeração de 4°C e 
posteriormente lavados com água destilada para remoção do excesso de CaCl2. Os 
grânulos foram armazenados em água destilada a temperatura de 4°C até posterior 
utilização. 
 
3.4.2 Eficiência de imobilização 
 
A eficiência de imobilização (E.I) foi calculada determinando-se a atividade β-
galactosidase nas 19 amostras de enzima imobilizada no planejamento fatorial 
fracionado e a atividade de β-galactosidase livre, conforme a Equação abaixo: 
 
    ( )   
                                                   
                                             
          
 
 
3.5 Caracterização das β-galactosidases neutras e ácida, nas 
formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
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3.5.1 Efeito da temperatura na atividade das β-galactosidases neutras e ácida, 
nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
3.5.1.1 Efeito da temperatura na atividade das β-galactosidases neutras , 
nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
O efeito da temperatura na atividade das β-galactosidases neutras A, B e C 
foi testado incubando-se tubos de ensaio contendo misturas de 200µL da solução 
(200 U/mL) de β-galactosidase neutras A, B e C na forma livre ou 1,5 g de β-
galactosidases neutras A, B e C na forma imobilizada e 20 mL de solução 5% de 
lactose em tampão fosfato 0,05 M pH 7,0 em banho-maria a 4, 10, 15, 25, 30, 35, 40 
e 45°C por 15 minutos com agitação. A reação foi interrompida pela incubação dos 
tubos de ensaio em banho de gelo e a glicose liberada foi determinada conforme 
descrito no item 3.3.1.1. 
 
3.5.1.2 Efeito da temperatura na atividade da β-galactosidase ácida, nas 
formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
O efeito da temperatura na atividade da β-galactosidase ácida D, obtida de 
Aspergillus oryzae foi testado incubando-se tubos de ensaio contendo misturas de 
200µL de solução (200 U/mL) de β-galactosidase ácida D na forma livre ou 1,5 g de 
β-galactosidase D imobilizada e 20 mL de solução 5% de lactose em tampão acetato 
0,05M pH 4,5 em banho-maria a 4, 10, 15, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 e 70°C por 
15 minutos com agitação. A reação foi interrompida pela incubação dos tubos de 
ensaio em banho de gelo e a glicose liberada foi determinada como descrito no item 
3.3.1.1. 
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3.5.2 Efeito da temperatura na estabilidade das β-galactosidases neutras e 
ácida, nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
3.5.2.1 Efeito da temperatura na estabilidade das β-galactosidases 
neutras, nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
Para a determinação do efeito da temperatura na estabilidade das β-
galactosidases neutra na forma livre, tubos de ensaio contendo 10 mL de solução 
(200 U/mL) β-galactosidases A, B e C em tampão fosfato 0,05M pH 7,0 foram  
incubados nas temperaturas de 35, 40 e 45°C e alíquotas de 200µL foram retiradas 
a cada 1 hora até 6 horas de incubação. A atividade residual de β-galactosidase foi 
determinada como descrito no item 3.3.1 utilizando-se 5% de lactose em tampão 
fosfato 0,05M pH 7,0.  
Para a determinação do efeito da temperatura na estabilidade das β-
galactosidases neutras, na forma imobilizada, tubos de ensaio contendo 1,5 g de 
enzima imobilizada em 10 mL de tampão fosfato 0,05M pH 7,0 foram incubados nas 
temperaturas de 35, 40 e 45°C por 6 horas. Após cada 1h de incubação 2 tubos 
foram centrifugados a 6.000 rpm e a atividade residual de β-galactosidase na enzima 
imobilizada foi determinada como descrito no item 3.3.2, utilizando-se 5% de lactose 
em tampão fosfato 0,05 M pH 7,0. 
 
3.5.2.2 Efeito da temperatura na estabilidade da β-galactosidase ácida, 
nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
Para a determinação do efeito da temperatura na estabilidade das β-
galactosidase ácida na forma livre, tubos de ensaio contendo 10 mL de solução (200 
U/mL) de β-galactosidase ácida D em tampão acetato 0,05M pH 4,5 foram 
incubadas nas temperaturas de 35, 40 e 45°C e alíquotas de 200µL foram retiradas 
a cada 1 hora até 6 horas de incubação. A atividade residual de β-galactosidase foi 
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determinada como descrito no item 3.3.1, utilizando-se solução 5% de lactose em 
tampão acetato 0,05 M pH 4,5. 
Para a determinação do efeito da temperatura na estabilidade das β-
galactosidase ácida imobilizada, tubos de ensaio contendo 1,5 g de enzima 
imobilizada em 10 mL de tampão acetato 0,05M pH 4,5 foram incubados nas 
temperaturas de 35, 40 e 45°C por 6 horas. Após cada 1h de incubação 2 tubos de 
ensaio foram centrifugados a 6.000 rpm e a atividade residual de β-galactosidase 
nos grânulos de enzima imobilizada foi determinada conforme descrito no item 3.3.2 
utilizando-se solução 5% de lactose em tampão acetato 0,05 M pH 4,5. 
 
3.5.3 Efeito do pH na atividade das enzimas β-galactosidases neutras e 
ácidas, nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
3.5.3.1 Efeito do pH na atividade das enzimas β-galactosidases neutras, 
nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
Tubos de ensaio contendo misturas de 200µL de solução (200 U/mL) de  β-
galactosidase A, B e C na forma livre ou 1,5 g de β-galactosidase A, B e C na forma 
imobilizada e 20 mL de solução de lactose 5% em tampão acetato 0,05M pH de 5,0; 
5,5 ou tampão fosfato de potássio 0,05M pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 foram incubados 
a 35°C em banho-maria com agitação por 15 minutos. A reação foi interrompida pela 
incubação dos tubos em banho de gelo e a glicose liberada foi determinada 
conforme descrito no item 3.3.1.1. 
 
3.5.3.2 Estudo do pH na atividade da enzima β-galactosidase ácida, na 
forma livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
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Tubos de ensaio contendo misturas de 200µL de solução (200 U/mL) de β-
galactosidase ácida D, obtida de Aspergillus oryzae, na forma livre ou 1,5 g de β-
galactosidase D, na forma imobilizada e 20 mL de solução 5% de lactose em 
solução tampão acetato 0,05M pH 3,6; 4,0; 4,5; 5,0 ou tampão fosfato de potássio 
0,05M pH 6,0 e 7,0 foram incubados a 45°C em banho-maria com agitação por 15 
minutos. A reação foi interrompida pela incubação dos tubos de ensaio em banho de 
gelo e a glicose liberada foi determinada como descrito no item 3.3.1.1. 
 
3.5.4 Efeito do pH na estabilidade das β-galactosidases neutras e ácida, nas 
formas livre e imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
3.5.4.1 Efeito do pH na estabilidade das β-galactosidases neutras, nas 
formas livre e imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
Para a determinação do efeito do pH na estabilidade das β-galactosidases 
neutra na forma livre, tubos de ensaio contendo 10 mL de solução (200 U/mL) de β-
galactosidases A, B  e C em tampão fosfato 0,05M pH 6,5; 7,0 e 7,5 a 35°C e 
alíquotas de 200µL foram retiradas a cada hora, até 6 horas de incubação. Em 
seguida foi adicionado 20 mL de solução 20% de lactose em tampão fosfato 0,2M 
pH 7,0 a atividade residual foi determinada como descrito no item 3.3.1. 
Para a determinação do efeito do pH na estabilidade das β-galactosidases 
neutras na forma imobilizada, tubos de ensaio contendo 1,5 g de β-galactosidases 
neutras A, B e C imobilizada foram incubados em 10 mL de tampão fosfato 0,05M 
pH 6,5; 7,0 e 7,5 à 35°C durante  6 horas de incubação. Dois tubos foram 
centrifugados a 6000 rpm por 2 minutos e a atividade residual de β-galactosidase 
imobilizada foi determinada adicionando-se 20 mL de solução de lactose em tampão 
fosfato 0,2M pH 7,0 como descrito no item 3.3.2. 
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3.5.4.2 Efeito do pH na estabilidade da β-galactosidase ácida, nas formas 
livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
Para a determinação do efeito do pH na estabilidade da β-galactosidase ácida 
na forma livre tubos de ensaio contendo 10 mL de β-galactosidase D em tampão 
acetato 0,05M pH 4,0, 4,5 e 5,0 foram incubados à 45°C. Alíquotas de 200µL das 
soluções enzimáticas foram retiradas a cada 1 hora, durante o período de 6 horas. 
Em seguida 20 mL de solução de lactose 5% em tampão acetato 0,05 M pH 4,5 
foram adicionados aos tubos de ensaio e a atividade residual foi determinada como 
descrito no item 3.3.1. 
Para a determinação do efeito do pH na estabilidade da β-galactosidase ácida 
na forma imobilizada, tubos de ensaio contendo 1,5 g de β-galactosidase ácida D 
imobilizada foram incubados em 10 mL de tampão fosfato 0,05M pH 4,0; 4,5 e 5,0 a 
45ºC durante 6 horas de incubação. Dois tubos de ensaio foram centrifugados a 
6000 rpm por 2 minutos e a atividade residual de β-galactosidase foi determinada 
nos grânulos de enzima imobilizada adicionando-se 20 mL de solução 5% de lactose 
em tampão acetato 0,05M pH 4,5 como descrito no item 3.3.2. 
 
3.5.5 Estudo da reutilização das β-galactosidases neutra (S. marxianus var 
lactis) e ácida (A. oryzae) imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
em sistema de batelada 
 
Para determinação da vida útil da β- galactosidase neutra C obtida de 
Saccharomyces marxianus var. lactis imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-
TGase,  tubos de ensaio contendo 1,5 g de enzima imobilizada foram incubados em 
20 mL de solução 5% de  lactose em tampão fosfato 0,05M pH 7,0 à 35°C durante 6 
horas e em seguida foram testadas 3 bateladas 6h/dia durante 3 dias, trocando-se a 
solução 5% de lactose em tampão fosfato 0,05M pH 7,0 ao final de cada batelada e 
para a enzima ácida D de Aspergillus oryzae, tubos de ensaio contendo 1,5 g de 
enzima imobilizada foram incubados em 20 mL de solução 5% de lactose em 
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tampão acetato 0,05M pH 4,5 à 45°C durante 6 horas e em seguida  foram testadas 
3 bateladas (6h/dia) durante 3 dias, trocando-se a solução 5% de lactose em tampão 
acetato 0,05M pH 4,5 ao final de cada batelada. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1 Seleção dos suportes para imobilização das enzimas β -
galactosidase neutra e ácida 
 
4.1.1 Estudo da imobilização da enzima β-galactosidase em diferentes tipos 
de alginato 
 
A imobilização da enzima β-galactosidase neutra C (S. marxianus var lactis) e 
da enzima ácida D (A. oryzae) em diferentes tipos de alginatos sem e com adição de 
gelatina e com a reticulação pela enzima tranglutaminase foi testada como descrito 
no item 3.2.1. 
Entre os três alginatos de sódio [(I) Alginato Synth-A1089.01AF, (II) Alginato 
20.000 cP Sigma-180947 [M/G=1,56], (III) Alginato 14000 cP Sigma-A7128 
[M/G=1,56] foi obtido maior atividade de β-galactosidase C utilizando-se a enzima 
imobilizada no alginato III para a 1ª, 2ª e 3ª  batelada de 60 minutos em pH 7,0 à 
35ºC (Figura 5). Considerando-se o valor 100% de atividade enzimática para enzima 
livre, foram obtidos respectivamente, 87, 42 e 18% de atividade enzimática para a 
1ª, 2ª e 3ª batelada, respectivamente (Figura 5). A imobilização da β-galactosidase 
em alginato de cálcio diminuiu a atividade enzimática devido aos possíveis efeitos de 
transferência do substrato no interior do gel.  
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Figura 5. Atividade residual (%) da β-galactosidase neutra C (S. marxianus var 
lactis) imobilizada em diferentes tipos de alginato de sódio, durante 3 bateladas de 
60 min a 35°C. 
 
Entre os três tipos de alginatos (I, II e III) para a imobilização da β-
galactosidase neutra C, com adição de gelatina e a TGase, foi obtido maior atividade 
β-galactosidase utilizando-se alginato III (Figura 6).  
A adição de gelatina e transglutaminase na imobilização da β-galactosidase 
neutra C resultou em menor atividade enzimática na 1ª batelada (79%) comparada 
com a β-galactosidase imobilizada somente com alginato de cálcio (87%). No 
entanto, na 2ª e 3ª batelada utilizando-se alginato de cálcio-gelatina-TGase, foram 
obtidas maior atividade de β-galactosidase comparada com as amostras de enzima 
imobilizada somente com alginato de cálcio, nas bateladas correpondentes. Na 3ª 
batelada utilizando-se a β-galactosidase imobilizada com alginato de cálcio-gelatina-
TGase, foi obtida atividade enzimática de 61% enquanto que na 3ª batelada usando 
a enzima imobilizada somente com alginato de cálcio, foi obtida atividade enzimática 
de 18%. 
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Figura 6. Atividade residual (%) da β-galactosidase neutra C (S. marxianus var 
lactis) imobilizada em diferentes tipos de alginato de sódio com gelatina e TGase, 
durante 3 bateladas de 60 min a 35°C. 
 
Entre os três tipos de alginato de sódio [alginato de sódio I (Alginato Synth-
A1089.01AF), II (Alginato 20.000 cP Sigma-180947 [M/G=1,56]), III (Alginato 14000 
cP Sigma-A7128 [M/G=1,56]], foi obtido maior atividade enzimática de β-
galactosidase ácida D (A. oryzae) utilizando-se alginato III (Figura 7). 
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Figura 7. Atividade residual (%) da β-galactosidase ácida D (A. oryzae) imobilizada 
em diferentes tipos de alginato, durante 3 bateladas de 60 min a 45°C. 
 
A adição de gelatina e transglutaminase na imobilização da β-galactosidase 
ácida D em alginato III resultou em menor atividade enzimática na 1ª batelada (84%) 
comparada com a β-galactosidase imobilizada somente com alginato de cálcio 
(92%). No entanto, na 2ª e 3ª batelada utilizando-se alginato de cálcio-gelatina-
TGase, foram obtidas maior atividade de β-galactosidase comparada com as 
amostras de enzima imobilizada somente com alginato de cálcio. Na 3ª batelada 
utilizando-se a β-galactosidase ácida D imobilizada com alginato de cálcio-gelatina-
TGase, foi obtida atividade enzimática de 68% enquanto que na 3ª batelada usando 
a enzima imobilizada somente com alginato de cálcio, foi obtida atividade enzimática 
de 14% (Figura 8). 
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Figura 8. Atividade residual (%) da β-galactosidase ácida D (A. oryzae) imobilizada 
em diferentes tipos de alginato de sódio com gelatina e TGase, durante 3 bateladas 
de 60 min a 45°C. 
 
A maior estabilidade apresentada pelas β-galactosidases neutra C (S. 
marxianus var lactis) e ácida D (A. oryzae) imobilizadas em alginato com adição de 
gelatina e a enzima transglutaminase, é devido a capacidade da TGase formar 
ligações covalentes cruzadas intra e intermoleculares entre proteínas, por meio de 
ligações covalentes entre resíduos de glutamina e lisina (MACEDO & SATO, 2005) e 
contribuir para retenção da  β-galactosidases na matriz do gel (NONAKA et al., 
1989). 
MORSCHBACHER et al., (2016) estudaram o efeito do tratamento da β-
galactosidase comercial Lactozym® 3000L com concanavalina A na imobilização da 
enzima em alginato de cálcio-gelatina e o efeito da adição de glutaraldeído na 
preparação dos grânulos da enzima imobilizada. A enzima sem tratamento com 
concanalina A e imobilizada em alginato de cálcio com glutaraldeído apresentou 
12,36% de conversão da lactose. Utilizando a β-galactosidase imobilizada em 
alginato de cálcio-gelatina, sem tratamento com concanavalina A e sem adição de 
glutaraldeído, os autores obtiveram 54% de conversão da lactose de soro de leite. 
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Usando a β-galactosidase tratada com concanavalina A e sem tratamento com 
glutaraldeido obtiveram aproximadamente 71,42% de hidrólise da lactose presente 
no soro de leite, após 360 minutos de reação à 37°C.  
Quando glutaraldeído foi usado como agente de formação de ligações 
cruzadas, a velocidade de conversão de lactose foi menor, possivelmente devido à 
alta reatividade do glutaraldeido, que favoreceu a formação de ligações entre a 
enzima e o suporte e que poderia distorcer o centro ativo da enzima levando ao 
decréscimo ou perda da atividade da enzima (ALONSO et al., 2005; BETANCOUR 
et al., 2006). 
SCHONS (2012) observou na imobilização da enzima tanase de 
Paecilomyces variotti por gelificação iônica em alginato de sódio (3,6%) em solução 
CaCl2(0,1M) reticulada com transglutaminase Activa
® e transglutaminase de 
Streptomyces sp que a maior porcentagem de atividade enzimática foi encontrada  
no ensaio controle (sem adição de agente reticulante). Já para a eficiência de 
imobilização foi observado resultado contrário, onde o emprego dos reticulantes 
resultou em aumento significativo para este parâmetro.  
SYNOWIECKI & WOLOSOWSKA (2006) utilizaram a enzima 
transglutaminase como agente de reticulação na imobilização de β-glicosidase de 
Sulfolobus shibatae em sílica gel modificada com 3-aminopropil-trietoxilano. Foi 
obtido um aumento de 4 vezes na atividade da β-glicosidase após a imobilização 
com adição da enzima transglutaminase. 
No presente estudo as β-galactosidases neutra C e ácida D imobilizadas em 
alginato I de baixa viscosidade apresentaram valores de atividade enzimática mais 
baixos indicando baixa estabilidade do alginato enquanto que as β-galactosidases 
imobilizadas em alginato tipo II e III, de alta viscosidade 20.000 cP e 14.000 cP  
apresentaram maiores valores de atividade de β-galactosidase. O alginato II, 
apresentou alta viscosidade, e foi bombeado com dificuldade pela bomba peristáltica 
para  gotejamento na solução de CaCl2 para formação das esferas de enzima 
imobilizada, ao contrário o alginato III apresentou maior facilidade de dissolução e 
melhor escoamento durante o processo de imobilização da enzima.  
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Para os experimentos seguintes, o alginato tipo III (14000 cP Sigma-A7128 
[M/G=1,56]) foi escolhido para a imobilização da β-galactosidase devido a maior 
retenção da atividade enzimática e por apresentar maior facilidade de manuseio, 
tanto de preparo do gel como na etapa de imobilização. 
 
4.1.2 Estudo da imobilização das β-galactosidases neutra C e ácida D em 
álcool polivinílico (PVA) – lentes e esferas de Lentikats® e em matriz de 
alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
A Figura 9 apresenta a porcentagem de atividade enzimática das amostras de 
β- galactosidases neutra C e ácida D imobilizadas em cápsulas de PVA - Lentikats®, 
lentes PVA - Lentikats® e esferas de alginato de cálcio-gelatina-TGase. 
 
 
 
Figura 9. Atividade residual (%) das β-galactosidases neutra C (S. marxianus var 
lactis) e ácida D (A. oryzae) imobilizadas em diferentes suportes. 
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Foi obtida maior atividade das β-galactosidases neutra C (S. marxianus var 
lactis) e ácida D (A. oryzae) nas amostras de enzimas imobilizadas em alginato de 
cálcio-gelatina-TGase (78 e 73%) respectivamente.  
A imobilização das β-galactosidases neutra C (S. marxianus var lactis) e ácida 
D (A. oryzae) em cápsulas e lentes de PVA - Lentikats® resultaram em baixa 
atividade enzimática. A β-galactosidase neutra C imobilizada em cápsulas e lentes 
de PVA - Lentikats® apresentou atividade relativa de 15 e 21% enquanto que a β-
galactosidase ácida D apresentou atividade relativa de 12 e 17%, respectivamente. 
GROSOVÁ et al., (2008) descreveram a imobilização de β-galactosidase de 
Aspergillus oryzae em esferas de álcool-polivinílico (PVA), na forma de lentes e 
obtiveram 32% da atividade original. A imobilização não alterou o pH ótimo de 
atividade da enzima (pH 4,5). Foi observado um aumento da atividade relativa da β-
galactosidase imobilizada em relação à enzima livre, nos ensaios de inibição pelo 
produto. Foi verificado que não houve decréscimo da atividade da enzima 
imobilizada durante 35 bateladas repetidas e durante 530h de hidrólise contínua da 
lactose. A β-galactosidase imobilizada mostrou-se estável por 14 meses após 14 
meses de estocagem 4°C e pH 4,5. 
A β-glicosidase de Aspergillus niger imobilizada em lentes de PVA - Lentikats® 
apresentou-se mais estável do que a enzima livre, após 3 h de tratamento na faixa 
de 45 a 55 ºC e a imobilização não alterou o pH ótimo de atividade da enzima, 
permanecendo em 4,5. A taxa de conversão relativa da solução 1,5 mM de 
celobiose em tampão acetato 0,5 mM pH 5,0 a 50°C, utilizando-se β-glicosidase 
imobilizada em lentes PVA - Lentikats® em coluna de 1,0 cm3 e fluxo de 0,3 mL/min 
foi de 100% após 5 h entretanto a porcentagem de conversão diminuiu para 40% 
após 148 h (ANGELOTTI, 2013). 
Desta forma neste estudo, o suporte de alginato de cálcio-gelatina-TGase foi 
escolhido para a imobilização das β-galactosidases neutra e ácida para os testes 
posteriores. 
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4.2 Estudo das variáveis na imobilização da β -galactosidase neutra 
C em alginato de cálcio- gelatina-TGase utilizando planejamento 
fatorial fracionado 25-1 
 
No planejamento fracionado avaliou-se o efeito das seguintes variáveis, x1 - 
concentração de alginato de sódio (%), x2 - concentração de cloreto de cálcio (M), 
x3 – concentração da enzima TGase (%), x4 - concentração de gelatina (%) e x5 – 
concentração da enzima β-galactosidase C (%). Por meio da análise estatística dos 
resultados obteve-se os efeitos das variáveis em estudo para a porcentagem de 
atividade enzimática para 5 bateladas de 1 hora e a média dos valores obtidos.  Os 
dados foram tratados no software Statística® 7.0. 
A Tabela 4 ilustra os efeitos da % de alginato de sódio, % de TGase, % de 
gelatina e concentração de CaCl2 e a Tabela 5 a eficiência de imobilização da β-
galactosidase estimada pela porcentagem de atividade de β-galactosidase durante 5 
bateladas nos 19 ensaios estudados. Os valores de atividade enzimática foram 
calculados considerando-se a atividade enzimática da β-galactosidase livre como 
100%. Observou-se que os melhores resultados foram obtidos no ensaio 16 (52,5%) 
onde todas as variáveis independentes estavam no seu nível mais alto (+1). 
Resultados muito próximos ao ensaio 16 foram encontrados nos 3 ensaios do ponto 
central (0) (2% de alginato de sódio, 0,2M de CaCl2, 0,5% de TGase, 0,5% de 
gelatina e 20% de β-galactosidase) com os valores de hidrólise de 51,8, 51,8 e 
52,1% respectivamente. Os resultados apresentados no ponto central indicam que a 
adição de gelatina e transglutaminase na imobilização da β-galactosidase em 
alginato de cálcio aumentou a atividade enzimática da enzima.  
 A menor % de atividade de β-galactosidase foi obtida no ensaio 3 (27%) 
utilizando-se 1% de alginato de cálcio, 0,3M de CaCl2, 0% de TGase, 0% de gelatina 
e 10% de β-galactosidase. 
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Tabela 4. Porcentagem de atividade da β-galactosidase durante 5 bateladas de 1h e 
média dos valores obtidos nos 19 ensaios do planejamento fatorial fracionado 25-1 
para estudo do efeito da concentração de alginato de sódio, CaCl2, TGase, gelatina 
e  β-galactosidase neutra C (S. marxianus var lactis). 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 62,4 58,2 49,2 35,6 20,7 45,2
2 60,8 59,1 43,3 34,5 18,6 43,2
3 62,4 43,5 18,2 9,0 2,1 27,0
4 62,1 55,2 41,0 38,1 34,2 46,1
5 61,2 43,2 21,3 12,5 2,9 28,2
6 60,4 40,1 26,8 15,3 3,9 29,3
7 61,5 41,3 24,8 16,3 4,4 29,7
8 61,5 39,2 24,1 13,8 5,2 28,8
9 62,1 54,9 43,8 31,1 10,8 40,5
10 61,8 55,4 44,7 34,9 14,5 42,3
11 61,7 54,6 48,2 39,1 11,7 43,1
12 60,8 53,7 35,1 24,7 5,9 36,0
13 60,8 54,1 42,5 37,1 18,2 42,5
14 61,8 56,2 46,2 32,7 25,1 44,4
15 60,2 45,0 37,3 24,1 11,8 35,7
16 62,8 59,3 54,8 48,2 37,3 52,5
17 62,5 57,6 53,6 49,2 36,1 51,8
18 62,3 58,1 54,2 49,9 34,2 51,8
19 61,4 57,23 56,4 48,3 37,2 52,1
Atividade Enzimática (%)
MÉDIA
Batelada 
1
ENSAIOS
Batelada 
2
Batelada 
3
Batelada 
4
Batelada 
5
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Tabela 5. Porcentagem da eficiência de imobilização da β-galactosidase neutra C 
(S. marxianus var lactis) obtidos nos 19 ensaios do planejamento fatorial fracionado 
25-1 para estudo do efeito da concentração de alginato de sódio, CaCl2, TGase, 
gelatina e  β-galactosidase 
 
 
 
 
 
 
 
1 63
2 72
3 32
4 62
5 40
6 52
7 58
8 72
9 57
10 61
11 59
12 74
13 68
14 77
15 75
16 81
17 73
18 78
19 72
Ensaios Eficiência de Imobilização (%)
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Tabela 6. Resultados dos efeitos e p-valor do planejamento fatorial fracionado 25-1 
na atividade de β-galactosidase estudada em 5 bateladas de 1 hora individualmente 
 
Batelada 1 Batelada 2 Batelada 3 Batelada 4 Batelada 5 
Nome Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor 
X1 (Alginato de 
Sódio) -0,04 0,9274 33 0,2625 3,84 0,3367 4,67 0,2641 7,76 0,1428 
X2 (CaCl2) 0,21 0,6075 -3,68 0,1689 -4,29 0,2854 -2,55 0,5348 -0,26 0,9586 
X3 (Tgase) -0,49 0,2496 -7,02 0,0161 -5,71 0,1621 -5,87 0,1667 -1,21 0,8106 
X4 (Gelatina) -0,04 0,9274 6,67 0,0208 139 0,0054 12,1 0, 0104 5,41 0,2956 
X5 (β-galactosidase) 0,34 0,4186 33 0,2665 7,84 0,0635 10,28 0,0243 7,81 0,1405 
nível de significância: alfa=10% 
 
Neste estudo, observou-se uma melhor formação das esferas de alginato de 
sódio quanto utilizado 2% de alginato em solução e para as 5 bateladas estudadas, 
o efeito da quantidade de  alginato de sódio não apresentou efeito significativo e 
optou-se em utilizar o valor do ponto central (2%) para as imobilizações posteriores.  
O parâmetro gelatina variou entre 0% e 1%.  Foi observado efeito significativo 
desta variável para as bateladas 2, 3 e 4 e para as imobilizações sequentes fixou-se 
o valor em 1%. A variável β-galactosidase foi fixada no nível superior (+1) 
correspondendo a 30% (v/v). Para as variáveis concentração de cloreto de cálcio e 
TGase, os resultados encontrados não apresentaram efeitos significativos em 
nenhuma das bateladas estudadas. Optou-se em fixar os valores para concentração 
de CaCl2 e TGase no ponto central, sendo 0,2M e 0,5% respectivamente, devido a 
estas variáveis serem consideradas importantes na estabilidade das esferas de 
alginato. 
CARVALHO (2013), estudou a imobilização de células de Serratia phymuthica 
ATCC 15928 em esferas de alginato de cálcio com adição de TGase e obteve maior 
estabilidade de conversão de sacarose em isomaltulose quando comparada com 
células imobilizadas somente com alginato de cálcio. 
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4.3 Caracterização das β-galactosidases neutras (A, B, C) e ácida 
(D) nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-
TGase 
 
4.3.1 Efeito da temperatura na atividade das β-galactosidases neutras e 
ácidas, nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
4.3.1.1 Efeito da temperatura na atividade das β-galactosidases neutras, 
nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
As β-galactosidases neutras A e B obtidas de K. lactis, nas formas livres e 
imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentaram temperatura ótima 
de 35°C em pH 7,0 (Figura 10) sendo estes resultados similares ao encontrado por 
ESCOBAR et al., (2014), onde o autor estudou a imobilização da enzima β-
galactosidase de K. lactis em alginato de cálcio 0,8% e solução de cloreto de cálcio 
0,3% e os resultados demonstraram que as condições ideais para atividade da 
enzima não foram alteradas com a imobilização, sendo a temperatura ótima 
encontrada para enzima livre e imobilizada de 35°C em pH 7,0.  
A β-galactosidase neutra C obtida de S. marxianus var.lactis nas formas livre 
e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentou temperatura ótima de 
40°C em pH 7,0 (Figura 10). 
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Figura 10. Efeito da temperatura na atividade das β-galactosidases A (K. lactis), B 
(K. lactis) e C (S. marxianus var lactis) neutras livres e imobilizadas em alginato de 
cálcio-gelatina-TGase. 
 
Segundo ALVES (2008), a temperatura ótima para a β-galactosidase bruta de 
Kluyveromyces marxianus CCT 7028 imobilizada em alginato de cálcio aumentou 
para 40°C em comparação com a enzima livre (37°C). 
JOCHEMS et al. (2011) relataram que a β-galactosidase de Kluyveromyces 
lactis na forma livre e imobilizada pelo método de adsorção em matriz mista de 
dióxido de zircônio apresentou temperatura ótima de atividade à 30°C.  
CABUK et al. (2014), imobilizaram a β-galactosidase de Kluyveromyces lactis 
em matriz de quitosana –hidroxiapatita e não encontraram alteração na temperatura 
ótima de 37°C da enzima livre quando comparada com a sua forma imobilizada. 
Porém, entre 40 e 50°C, a enzima imobilizada apresentou 87,2% a 55,6% de 
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atividade relativa, enquanto a enzima livre apresentou uma redução significativa de 
61,2% a 30,3%. 
VIEIRA (2009) estudou o efeito da temperatura sobre a atividade da β-
galactosidase de Kluyveromyces fragilis imobilizada em quitosana ativada com 
glutaraldeído, e observou que a imobilização não alterou o valor da temperatura 
máxima (45°C) de atividade da enzima. 
 
4.3.1.2 Efeito da temperatura na atividade da β-galactosidase ácida D (A. 
oryzae), nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
A β-galactosidase ácida D (A. oryzae), na forma livre apresentou temperatura 
ótima de atividade de 50°C (Figura 11). A β-galactosidase ácida D imobilizada 
apresentou atividade a 45°C sendo que acima da temperatura de 50°C foi observado 
alteração da textura dos grânulos de alginato de cálcio-gelatina-TGase e diminuição 
da atividade enzimática.  
 
 
Figura 11. Efeito da temperatura na atividade da β-galactosidase D ácida (A. 
oryzae) na forma livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase. 
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No aquecimento de soluções de alginato de sódio pode ocorrer 
despolimerização térmica, sendo a quantidade de despolimerização dependente do 
tempo, temperatura e do pH. Quanto menor o pH, mais rápida a degradação a 
elevadas temperaturas (SANTOS, 2012). 
ELNASHAR et al. (2014), em estudo de imobilização de β-galactosidase de 
Aspergillus oryzae em esferas de K-carragena, observaram temperatura ótima de 
atividade mais alta para enzima imobilizada (45-55°C) em comparação a enzima 
livre (45-50°C) e sugeriram que a imobilização aumentou a estabilidade da enzima. 
HAIDER & HUSAIN (2007) observaram que não houve alteração da 
temperatura ótima de atividade (55°C) da β-galactosidase de Aspergillus oryzae 
imobilizada em alginato de cálcio e com ligações cruzadas com concanavalina (Con 
A-B) comparada com a enzima livre. Porém, para temperaturas na faixa de 55 à 
80°C houve maior retenção da atividade da enzima imobilizada com relação a 
enzima livre, demonstrando uma maior estabilidade das enzimas imobilizadas. 
 
4.3.2 Efeito da temperatura na estabilidade das β-galactosidases neutras e 
ácidas nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
4.3.2.1 Efeito da temperatura na estabilidade das β-galactosidases 
neutras, nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
As Figuras 12a, 12b e 12c ilustram respectivamente a estabilidade térmica 
das β-galactosidases neutras A, B e C nas formas livres e imobilizadas. Na 
temperatura de 35°C, as enzimas A e B livres apresentaram estabilidade similar com 
retenção da atividade enzimática, após 360 minutos em pH 7,0, de 
aproximadamente 86,8 e 89,2% para enzima livre e 72,8 e 76,8% para enzima 
imobilizada respectivamente. A enzima C livre e imobilizada apresentou maior 
retenção de atividade enzimática na temperatura de 35°C com 92,4% para enzima 
livre e 77,6% para sua forma imobilizada, após 360 minutos em pH 7,0. 
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As β-galactosidases neutras A e B obtidas de K. lactis, na forma livre e 
imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentaram baixa estabilidade 
térmica a 45°C e retiveram cerca de 12 a 26,4% de atividade inicial após 360 
minutos (Figuras 12a e 12b). Enquanto que a β-galactosidase neutra C obtida de S. 
marxianus var. lactis, na forma livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-
TGase retiveram cerca de 42 a 35% de atividade inicial após 360 minutos a 45°C 
(Figura 12c). 
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Figura 12. Efeito da temperatura na estabilidade das β-galactosidases neutras livres 
e imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase: a) Enzima A (β-galactosidase 
de Kluyveromyces lactis); b) Enzima B (β-galactosidase de Kluyveromyces lactis); c) 
Enzima C (β-galactosidase de Saccharomyces marxianus var lactis). 
0
20
40
60
80
100
120
0 60 120 180 240 300 360
A
ti
v
id
a
d
e
 R
e
ta
liv
a
 (
%
) 
 
Tempo (minutos) 
T 35°C  -enzima livre A T 35°C - enzima Imobilizada A
T 40°C - enzima livre A T 40°C - enzima imobilizada A
T 45°C - enzima livre A T 45°C - enzima imobilizada A
a) 
0
20
40
60
80
100
120
0 60 120 180 240 300 360
A
ti
v
id
a
d
e
 R
e
la
ti
v
a
 (
%
) 
Tempo (minutos) 
T 35°C  -enzima livre B T 35°C - enzima Imobilizada B
T 40°C - enzima livre B T 40°C - enzima imobilizada B
T 45°C - enzima livre B T 45°C - enzima imobilizada B
b) 
0
20
40
60
80
100
120
0 60 120 180 240 300 360
A
ti
v
id
a
d
e
 R
e
la
ti
v
a
 (
%
) 
 
Tempo (minutos) 
T 35°C - enzima livre C T 35°C - enzima Imobilizada C
T 40°C - enzima livre C T 40°C - enzima imobilizada C
T 45°C - enzima livre C T 45°C - enzima imobilizada C
c) 
78 
 
 
 
VIEIRA (2009) estudou a imobilização de β-galactosidase comercial Lactozym 
3000L obtida de K. fragilis em diferentes suportes. A enzima imobilizada em 
quitosana-glutaraldeído perdeu apenas 20% da atividade inicial após 90 dias 
incubada em tampão fosfato de potássio 20 mM pH 7,0 com íons bivalentes Mn2+ e 
Mg2+ a 10°C e foi 3-5 vezes mais estável que a enzima solúvel nas temperaturas de 
20 e 40°C em pH 7,0. A estabilidade operacional (40°C e pH7,0) realizada em 4 
ciclos mostrou uma perda de 17% da atividade hidrolítica inicial ao final do quarto 
ciclo. 
 
4.3.2.2 Efeito da temperatura na estabilidade da β-galactosidase ácida, 
nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
A enzima ácida D obtida de A. orzyae, na forma livre e imobilizada em 
alginato de cálcio-gelatina-TGase reteve atividade enzimática de 82,8 e 77%, 
respectivamente, após 360 minutos a 45°C (Figura 13).  
FREITAS (2007) estudou a estabilidade térmica de β-galactosidase de 
Aspergillus oryzae na forma livre, e obteve para a temperatura de 53°C uma queda 
de 31,1% da atividade após 275 minutos de incubação. Já para a temperatura de 
65°C ocorreu uma rápida desnaturação da enzima, sendo necessários apenas 5 
minutos para que a enzima perdesse 80% de sua atividade catalítica. 
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Figura 13. Efeito da temperatura na estabilidade da β-galactosidase ácida D (A. 
oryzae) na forma livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina e TGase. 
 
A imobilização das β-galactosidases A, B, C e D em alginato de cálcio-
gelatina-TGase, nas condições estudadas neste trabalho, não aumentou a 
estabilidade térmica das enzimas. 
 
4.3.3 Efeito do pH na atividade das enzimas β-galactosidases neutras e ácidas 
nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
4.3.3.1 Efeito do pH na atividade das enzimas β-galactosidases neutras, 
nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
As β-galactosidases neutras A (K. lactis), B (K. lactis) e C (S. marxianus var. 
lactis) na forma livre e imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
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apresentaram atividade ótima na faixa de pH 6,5 a 7,0 e baixa atividade em pH 5,5 e 
acima de 7,5 em temperatura de 35°C (Figura 14). 
 
 
 
Figura 14. Efeito do pH na atividade das β-galactosidases A (K. lactis), B (K. lactis) e 
C (S. marxianus var lactis) neutras nas formas livres e imobilizadas em alginato de 
cálcio-gelatina-TGase. 
 
As enzimas comumente utilizadas para hidrólise da lactose são extraídas das 
leveduras Kluyveromyces lactis, que apresentam pH ótimo entre 6 e 7, e 
temperatura ótima de 35°C  ou Kluyveromyces fragilis, com pH ótimo em torno de 
6,5 e temperatura ótima de 40°C (ZADOM, 1984). Como observado na Figura 14 e 
citado pela literatura acima, os resultados encontrados neste trabalho são próximos 
as condições de pH e temperatura das enzimas comumente utilizadas na hidrólise 
da lactose. 
A β-galactosidase comercial, Lactozym® da Novozymes obtida de 
Kluyveromyces lactis, nas formas livre e imobilizada em Eupergit® apresentou 
atividade ótima em pH 6,6 (CAMPELLO, 2010).  
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LADERO et al., (2000) estudaram a imobilização da β-galactosidase de 
Kluyveromyces fragilis em sílica-alumina e verificaram também que a imobilização 
não alterou o pH ótimo da enzima. No entanto, no trabalho de ZHOU & CHEN 
(2001), a imobilização de β-galactosidase de Kluyveromyces lactis em grafite 
resultou em mudança no pH ótimo para um valor mais alcalino (7,7), comparado com 
a enzima livre (6,6).  
MANERA et al., (2008) caracterizaram a β-galactosidase obtida da 
permeabilização de células de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 e obtiveram a 
atividade máxima em pH 6,6 e temperatura de 50°C. 
 
4.3.3.2 Efeito do pH na atividade da enzima β-galactosidase ácida, na 
forma livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
A β-galactosidase ácida D obtida de A. oryzae, na forma livre e imobilizada 
em alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentou atividade ótima em pH 4,5 e baixa 
atividade em pH 7,0 (Figura 15). 
Preparações enzimáticas de β-galactosidase de Aspergillus oryzae, solúveis e 
imobilizadas em A-celite 545 exibiram o mesmo perfil de pH e temperatura ótimo de 
atividade em pH 4,5 e 50°C, respectivamente. A enzima imobilizada reteve 78% e 
39% da atividade original em pH 3,0 e pH 8,0, ao passo que a enzima livre nas 
mesmas condições experimentais mostrou atividade residual de 41% e 14%, 
respectivamente. A β-galactosidase de Aspergillus oryzae na forma livre nas 
temperaturas de 40°C e 70°C apresentou atividade relativa de 58 e 35%, 
respectivamente, e foi observado um aumento significativo da atividade da enzima 
imobilizada. A 40°C a enzima imobilizada apresentou atividade de 91% e em 70°C 
atividade de 72% (ANSARI & HUSAIN, 2012). Posteriormente ANSARI et al (2014) 
relataram que a β-galactosidase de Aspergillus oryzae na forma livre e imobilizada 
em membrana de acetato de celulose apresentou atividade ótima em pH 4,5 e a 
50°C. 
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Figura 15. Efeito do pH na atividade da β-galactosidase ácida D (A. oryzae) na 
forma livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase. 
 
 
4.3.3.3 Efeito do pH na estabilidade das β-galactosidases neutras, nas 
formas livre e imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
As β-galactosidases neutras A (K. lactis), B (K. lactis) e C (S. marxianus var. 
lactis) nas formas livres e imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
apresentaram maior estabilidade em pH 7,0 do que em pH 6,5 e 7,5  (Figura 16). 
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Figura 16. Efeito do pH na estabilidade das β-galactosidases neutras livres e 
imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase: a) Enzima A (β-galactosidase de 
K. lactis); b) Enzima B (β-galactosidase de K. lactis); c) Enzima C (β-galactosidase 
de S. marxianus var lactis). 
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Após 360 minutos as β-galactosidases A, B e C imobilizadas permaneceram 
com 65, 70 e 71% de atividade enzimática residual, respectivamente, indicando boa 
estabilidade em pH 7,0. 
 
4.3.3.4 Estudo do efeito do pH na estabilidade da β-galactosidase ácida, 
nas formas livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase 
 
A β-galactosidase ácida D obtida de A. oryzae, nas formas livre e imobilizada 
em alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentou maior estabilidade em pH 4,5, 
comparada com pH 4,0 e 5,0 após 360 minutos à 45°C (Figura 17). Em pH 4,5 a 
atividade residual da β-galactosidase ácida D na forma livre e imobilizada foi 78,5% 
e 74,8%, respectivamente, após 360 minutos à 45°C. 
 
 
Figura 17. Efeito do pH na estabilidade da β-galactosidase ácida D (A. oryzae), na 
forma livre e imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase. 
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4.4 Estudo da reutilização das β- galactosidases neutra C e ácida D 
imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase em sistema de 
batelada 
 
No estudo da reutilização a β-galactosidase neutra C obtida de S. marxianus 
var. lactis, imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentou cerca de 
76% de atividade enzimática após 3 bateladas de 6 horas a 35°C. A atividade de β-
galactosidase neutra C diminuiu para 42% e 12% na 5ª e 10ª bateladas, 
respectivamente (Figura 18). 
 
 
 
Figura 18. Estudo da reutilização da β-galactosidase neutra C obtida de S. 
marxianus var. lactis e da β-galactosidase ácida D obtida de Aspergillus oryzae 
imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase. 
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A β-galactosidase ácida D obtida de Aspergillus oryzae, imobilizada em 
alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentou cerca de 77% de atividade enzimática 
após 3 bateladas de 6 horas a 45°C e a atividade diminuiu para 62% e 37% na 5ª e 
10ª bateladas, respectivamente (Figura 18). 
FREITAS (2013) avaliou a estabilidade operacional da β-galactosidase 
Kluyveromyces lactis imobilizada em quitosana e reticulada com glutaraldeído 0,8% 
na hidrólise da lactose, em solução 5%, após 10 ciclos de bateladas consecutivas a 
40°C e pH 7,0. A conversão da lactose foi de aproximadamente de 53% para todos 
os ciclos. 
ROY & GUPTA (2003) imobilizaram a β-galactosidase comercial Lactozym 
TM de Kluyveromyces fragilis, em esferas de celulose com epicloridrina. A enzima 
hidrolisou a lactose do soro de leite (>90%) em leito fluidizado após 5 horas de 
incubação. A enzima imobilizada pode ser reutilizada por 3 vezes sem mudança na 
performance do reator de leito fluidizado. Cerca de 60% da lactose do leite pode ser 
hidrolisada pela enzima imobilizada em leito fluidizado após 5 horas.  
HAIDER & HUSAIN (2007) imobilizaram a β-galactosidase de Aspergillus 
oryzae em alginato de cálcio e concanavalina A e obtiveram 89% de hidrólise de 
lactose em soro de leite e 79% de hidrólise de lactose em leite, após 3 e 4 horas de 
reação, respectivamente. 
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5 CONCLUSÕES 
 
Foi obtido maior atividade de β-galactosidase utilizando-se o alginato de sódio 
III (14000 cP Sigma-A7128) para a imobilização das β-galactosidases comerciais 
neutra C obtida de S. marxianus var. lactis e ácida D obtida de A. oryzae. A 
utilização do alginato de sódio III, apresentou vantagens como maior facilidade de 
dissolução e melhor fluidez no bombeamento e gotejamento da solução com 
obtenção de esferas mais homogêneas em relação aos alginatos I e II. 
A adição de gelatina e transglutaminase para a imobilização das β-
galactosidases neutra C e ácida D em alginato de cálcio aumentou a atividade da 
enzima na 2ª e 3ª batelada, comparada com a enzima imobilizada somente com 
alginato de cálcio, nas bateladas correspondentes. 
A β-galactosidase neutra C e ácida D imobilizadas em cápsulas e lentes de 
PVA - Lentikats® apresentaram baixa atividade enzimática. A β-galactosidase neutra 
C imobilizada em cápsulas e lentes de PVA - Lentikats® apresentou atividade relativa 
de 15 e 21% enquanto que a β-galactosidase ácida D apresentou atividade relativa 
de 12 e 17%, respectivamente, indicando que o suporte apresentou limitações 
difusionais. 
 As β-galactosidases A e B neutras, obtidas de Kluyveromyces lactis, nas 
formas livre e imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-TGase, apresentaram 
temperatura ótima de atividade a 35°C em pH 7,0 enquanto que a β-galactosidase 
C, obtida de Saccharomyces marxianus var. lactis, na forma livre e imobilizada em 
alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentou temperatura ótima de atividade a 40°C 
em pH 7,0.  
As características bioquímicas pH e temperatura ótima de atividade das β –
galactosidases A, B e C imobilizadas em matriz de alginato de cálcio-gelatina-
TGase, não foram alteradas quando comparadas com suas formas livres o que 
indica que a imobilização não alterou a estrutura da enzima. 
A β-galactosidase neutra C obtida de Saccharomyces marxianus var. lactis, 
imobilizada em alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentou cerca de 75,6% de 
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atividade enzimática após 3 bateladas de 6 horas a 35°C, sendo que a atividade 
diminuiu para 42% e 12% na 5ª e 10ª bateladas, respectivamente.  
A β-galactosidase ácida D obtida de Aspergillus oryzae, imobilizada em 
alginato de cálcio-gelatina-TGase apresentou cerca de 77% de atividade enzimática 
após 3 bateladas de 6 horas a 45°C e a atividade diminuiu para 62% e 37% na 5ª e 
10ª bateladas, respectivamente. 
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6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
 Aplicação das β-galactosidase C e D imobilizadas em alginato de cálcio-gelatina-
TGase em leite e soro de leite e estudo da vida útil em reator contínuo, em 
diferentes temperaturas. 
 
 Estudo de diferentes matrizes para a imobilização para as β-galactosidases 
comerciais. 
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